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RESUMO: O vírus da hepatite C (HCV) é o 
agente etiológico de uma doença infecciosa 
que tem impacto significante para a saúde 
pública brasileira e mundial, a hepatite C. 
O HCV se liga a lipoproteínas de baixa 
densidade (LDL) e a lipoproteínas de 
muito baixa densidade (VLDL), formando 
a partícula lipoviral. Essa associação é 
necessária para O transporte e etapas do 
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ciclo replicativo do vírus, onde as frações 
de menor densidade se mostraram mais 
infecciosas nos estudos. A APOE se faz 
importante uma vez que está presente em 
diversas lipoproteínas, como partículas de 
VLDL, participa do processo de entrada do 
vírus na célula, na montagem e liberação da 
partícula viral. Além disso, a APOE também 
pode camuflar o HCV e ser usada para 
escape do reconhecimento pelo sistema 
imunológico do hospedeiro, favorecendo 
a progressão para a fase crônica. Esta 
revisão narrativa teve como objetivo agregar 
conceitos envolvidos na interação entre 
APOE com HCV, trazendo informações 
relevantes sobre a estrutura e função 
da APOE e sua influência sobre o ciclo 
infeccioso do HCV e evolução da hepatite 
C nas suas diferentes isoformas. Além 
disso, abordou e expôs pontos importantes 
onde APOE e HCV se influenciam, desde 
fontes de dados e implicações clínicas, 
possíveis desdobramentos no diagnóstico, 
prognóstico e tratamento dos pacientes com 
hepatite C. Toda essa revisão foi realizada 
tendo como base conhecimentos prévios 
presentes na literatura. 
PALAVRAS-CHAVE: APOE, hepatite C, 
HCV, interação. 


Capítulo 1 


APOE AND ITS INTERACTION PARTNERS IN THE CONTEXT OF HEPATITIS C 
VIRUS INFECTION: AN INTEGRATIVE VIRUS-HOST VIEW 


ABSTRACT: The hepatitis C virus (HCV) is the etiological agent of an infectious disease 
that has a significant impact on Brazilian and global public health, hepatitis C. HCV binds 
to low density lipoproteins (LDL) and to very low-density lipoproteins (VLDL), forming the 
lipoviral particle. This association is necessary for the transport and stages of the virus cycle, 
where lower density fractions have been shown to be more infectious in the studies. APOE 
is important since it is present in several lipoproteins, such as VLDL particles, it participates 
in the process of virus entry into the cell, in the assembly and release of the viral particle. In 
addition, APOE can also “camouflage” HCV and is used to escape recognition by the host's 
immune system, favoring progression to the chronic phase. This narrative review aimed to 
aggregate concepts involved in the interaction between APÕE with HCV, bringing relevant 
information about APOE structure and function, and its influence on the HCV infectious cycle 
and evolution of hepatitis C in its different isoforms. In addition, has approached and exposed 
important points where APOE and HCV are influenced, from data sources and clinical 
implications, possible developments in the diagnosis, prognosis, and treatment of patients 
with hepatitis C. All this review was carried out based on previous knowledge present in the 
literature. 

KEYWORDS: APOE, hepatitis C, HCV, interaction. 


11 INTRODUÇÃO 


De acordo com os dados do Boletim Epidemiológico de Hepatites Virais de 2022, 
de 2000 a 2021 foram notificados 718.651 casos de hepatites virais no Brasil. Desses, 
38,9% são de hepatite C, causada pelo vírus da hepatite C (HCV) (CUNHA et al., 2022). 
Atualmente foram descritos 8 genótipos de HCV e essa diversidade genética, por sua 
vez, dificulta o desenvolvimento de vacinas eficazes (BORGIA et al., 2018). No Brasil, há 
maior prevalência dos genótipos/subtipos de HCV 1a, 1b e 3a (CAMPIOTTO et al., 2005). 
Além disso, em um mesmo subtipo há subpopulações virais chamadas quasispécies, 
aumentando a diversidade (SMITH et al., 2014). 

Apenas em 1989 identificou-se o HCV como o agente infeccioso responsável por 
mais de 95% dos casos de hepatite “não-A, não-B” (CHOO et al., 1989; TAKAHASHI et al., 
1988). A principal forma de transmissão da hepatite C, pela via parenteral, só foi descoberta 
em 1992. Outra fonte de transmissão, que era a mais importante até 19983, era a transfusão 
de sangue. Isso mudou quando a partir de 1993 passaram a fazer testes sorológicos para 
a detecção do anti-HCV nas bolsas de sangue antes de serem usadas (MINISTÉRIO DA 
SAÚDE, 2005). Além disso, desde 2002 foi incorporado um teste baseado na amplificação 
de ácidos nucleicos para triagem de sangue, com o objetivo de detectar infecção por HCV 
e outros agentes etiológicos (KAMEDA; CORRÊA; CASSIER, 2018). Outras formas de 
transmissão são a via vertical (MILLMAN; NELSON; VELLOZZI, 2017) e sexual (TERRAULT, 
2002). Importante ressaltar que pelos dados de 2011 a 2021 em 58,3% dos casos não há 
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informação da possível fonte de infecção, dificultando a caracterização entre possíveis 
fontes e mecanismos. Verificou-se que o maior percentual de provável fonte de infecção foi 
o uso de drogas injetáveis com 27,1% (CUNHA et al., 2022). 

Após a infecção se estabelecer inicia-se o desenvolvimento da fase aguda. Nesse 
período a maioria dos pacientes não apresenta sintomas e o diagnóstico é difícil. Aresolução 
espontânea é rara, uma vez que em cerca de 70%-80% dos casos há evolução para a fase 
crônica, que é a forma mais grave. Com o passar do tempo e agravamento da situação, 
pode ocorrer o desenvolvimento de fibrose hepática, podendo evoluir para cirrose (cerca 
de 15 a 20%) e ainda carcinoma hepatocelular (CHC) (CHEN; MORGAN, 2006; MANNS et 
al., 2017; VALENTE; FERNANDES; TRINDADE, 2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 
2020) (Figura 1). 


(- o! o ia Cirrose 


Espontânea 


Fígado Fase Fase 
Saudável Aguda Crônica - 
Inflamação 


Fibrose 


Câncer 


Figura 1: Representação da história natural da infecção pelo HCV. 


Fonte: Elaborada pelos autores. 


Fatores como coinfecção com vírus da imunodeficiência humana (HIV) ou vírus da 
hepatite B (HBV), uso abusivo de álcool e drogas, obesidade, ser do sexo masculino e 
ter idade mais avançada aumentam as chances do desenvolvimento de um quadro mais 
agressivo da doença (LUNETTA, A. C. F & LUÍS, 2008; RIBEIRO, 2004), porém este é um 
processo complexo e multifatorial, ainda em caracterização. 

A primeira forma de isolamento das partículas de HCV era obtida de amostras de 
pacientes crônicos ou de chimpanzés usados em laboratório submetidos a inoculação 
experimental e estava associada a lipoproteínas (PUMEECHOCKCHAI et al., 2002). O 
HCV se liga a lipoproteínas de baixa densidade (LDL) e a lipoproteínas de muito baixa 
densidade (VLDL), formando a partícula lipoviral (LVP). Essa associação é necessária para 
o transporte e etapas do ciclo replicativo do vírus, onde as frações de menor densidade 
se mostraram mais infecciosas nos estudos. Essas características são por consequência 
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da associação das partículas de HCV com os triglicerídeos provenientes da dieta e as 
apolipoproteínas (APO) (CROUCHET; BAUMERT; SCHUSTER, 2017; POPESCU et al., 
2014; WRENSCH et al., 2018). 

A relação entre metabolismo lipídico e infecção por HCV afeta a homeostase como 
um todo. Na prática clínica é facilmente observada essa relação. Em biópsias de pacientes 
com hepatite C é notável o comprometimento hepático. Observa-se o aumento das gotículas 
lipídicas, caracterizando a esteatose (POPESCU et al., 2014). O metabolismo lipídico tem 
papel fundamental no ciclo replicativo do HCV, por isso é uma das principais vias onde 
proteínas derivadas de genes com mutações se associam com impactos na evolução da 
doença (D'AVIGDOR et al., 2019). Dentre os genes do hospedeiro que poderiam estar 
associados com a probabilidade de se desenvolver um quadro mais grave ou até mesmo 
com o sucesso de estabelecimento da infecção pelo HCV, destacam-se aqueles que 
codificam as apolipoproteínas, por exemplo a APOE. 

A APOE se faz importante uma vez que está presente em partículas como de 
VLDL, de quilomícrons (QM) e de lipoproteína de densidade intermediária (IDL). Além 
disso, participa do processo de entrada do vírus na célula, na montagem e liberação da 
partícula viral. Essa proteína também pode “camuflar” o HCV e ser usada para escapar do 
reconhecimento pelo sistema imunológico do hospedeiro, favorecendo a progressão para a 
fase crônica. Com o tempo essa associação pode levar o paciente a comorbidades e sérios 
distúrbios lipídicos, além dos outros problemas já citados intrínsecos à infecção (GONG; 
CUN, 2019). 

Dentro de condições fisiológicas normais, a APOE atua associada a lipoproteínas 
específicas, regulando o transporte de lipídios e o metabolismo entre o fígado e o tecido 
periférico, através do reconhecimento de receptores de superfície celular. APOE também 
tem ação antioxidante e propriedades anti-inflamatórias que modulam o sistema imunológico 
(DOSE et al. 2016; GONG; CUN, 2019). Sua síntese e secreção ocorre principalmente 
por hepatócitos. No entanto, outras células no cérebro, baço, ovários, rins, músculos, 
pulmões e até mesmo macrófagos são responsáveis por cerca de 20 a 40% da produção 
de APOE (ORTH; BELLOSTA, 2012). Os seus variados pontos de produção refletem a 
vasta influência que essa proteína pode ter na manutenção da homeostase do organismo 
(MEGALE et al., 2016). 

Por consequência da sua produção e influência ubíquas, a APOE e suas diferentes 
isoformas são populares alvos de estudo em diferentes linhas de pesquisa. Vem sendo 
estudado, por exemplo, sua associação com envelhecimento, doenças cardiovasculares 
e neurodegenerativas (BAUM et al., 2000; GOTTLIEB et al., 2011; LEREN et al., 1985; 
MEGALE et al., 2016). A APOE, de acordo com as centenas de artigos publicados, é 
uma proteína de extrema relevância no contexto da infecção pelo HCV. São variados os 
momentos e aspectos da infecção que diversos experimentos corroboraram a hipótese 
da APOE ser uma peça-chave para o entendimento e prognóstico da hepatite C. Desde o 
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momento da entrada do vírus na célula até as consequências mais graves da cronificação, 
há trabalhos com fortes indícios da influência da APOE (ABONDIO etal., 2019; CROUCHET; 
BAUMERT; SCHUSTER, 2017; GONG; CUN, 2019; MANNS et al., 2017; MUELLER et al., 
2016; NASCIMENTO et al., 2020). 

Nesse trabalho buscamos agregar conceitos envolvidos na interação da APOE com 
HCV, trazendo informações relevantes sobre a estrutura e função da APOE, e como essa 
proteína atua em diferentes vias e é relevante no prognóstico de algumas doenças. Além 
disso, vamos abordar e expor principalmente pontos importantes onde APOE e HCV se 
influenciam, desde fontes de dados e implicações clínicas, possíveis desdobramentos no 
diagnóstico e prognóstico dos pacientes com hepatite C. Toda essa revisão foi feita tendo 
como base conhecimentos prévios presentes na literatura. 


21 OBJETIVOS 


Este trabalho tem como objetivo construir uma revisão narrativa compreendendo a 
APOE e sua relação com a hepatite C. 


31 METODOLOGIA 


As fontes de informações usadas foram obtidas por meio de pesquisas nas 
plataformas Google, Pubmed e Scielo. O referencial teórico dessa revisão é em sua maior 
parte composta por artigos científicos, além de alguns boletins e webpages de órgãos 
oficiais. As referências foram organizadas no gerenciador Mendeley. As palavras-chave 
utilizadas foram pesquisadas nos idiomas português e inglês e são: APOE; HCV; hepatite 
C. Inicialmente foi feita uma análise superficial do material obtido para levantamento dos 
assuntos de maior relevância e organização da estrutura dos temas. Uma vez definida a 
organização dos temas, foi feita uma busca mais aprofundada para um melhor embasamento 
teórico dos itens e subitens abordados. 


41 RESULTADOS E DISCUSSÃO 


4.1 Apolipoproteína E: Histórico e características 


Entre 1973 e 1974 foi identificada uma APO rica em arginina e associada à VLDL 
diferente das registradas até aquele momento em humanos (HAVEL; KANE, 1973; SHORE 
et al., 1974). Em 1973, foi descrito uma heterogeneidade dessa proteína, observada 
em ensaios cromatográficos (SHORE; SHORE, 1973). Em 1975, Utermann e cols. 
descreveram essa proteína e a nomearam de APOE e conseguiram melhores resultados 
para o entendimento da heterogeneidade (UTERMANN; JAESCHKE; MENZEL, 1975). Em 
1982 foi publicado um trabalho que trazia a sequência completa dessa proteína, com 299 
resíduos de aminoácidos e aproximadamente 34 KDa. Junto da análise de sua sequência, 
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observou-se que alguns exemplares de APOE possuíam diferentes aminoácidos em 
determinadas posições. Essas variações resultam nas diferentes isoformas da APOE que 
conhecemos atualmente (NASCIMENTO et al., 2020; RALL; WEISGRABER; MAHLEY, 
1982; ZANNIS et al., 1982). 

Em 1981, Zannis e Breslow propuseram um modelo de três alelos para explicar os 
padrões de faixas múltiplas. Com base na análise do gel de eletroforese 2D com APOE, 
obtiveram respostas que levaram a um grande avanço na compreensão da base genética 
dos polimorfismos de APOE. Os três alelos, designados como Il, Ill e IV (hoje conhecidos 
como APOE e2, £3 e £4, respectivamente), mostraram ter diferentes padrões de corrida 
em uma eletroforese 2D em gel de poliacrilamida e diferentes pontos isoelétricos. Esses 
resultados corroboraram com o trabalho de Shore de 1973, que apontou APOE como uma 
proteína heterogênea (ZANNIS; BRESLOW, 1981). 

A APOÕE não é exclusiva de humanos. Também é encontrada em diversos 
animais vertebrados, incluindo mamíferos, répteis e peixes (HUEBBE; RIMBACH, 2017). 
Estudos mostraram que a APOE pertence à família PFO1442. Tal família de proteínas 
é filogeneticamente antiga, com uma origem que vem de antes do surgimento do reino 
animal, uma vez que seres procarióticos possuem proteínas análogas ao grupo. Assim, 
vemos que a evolução dessa família vem de antes do ponto da árvore da vida que separa 
eucariotos e procariotos, corroborando para sua relevância no metabolismo. A família 
PF01442 é caracterizada como um grupo que possui APOs com diversas repetições de 22 
resíduos de aminoácidos que formam um par de alfa-hélices. As proteínas APOA1 e APOA4 
são outros exemplos de membros desta família (BABIN et al., 1997; THE EUROPEAN 
BIOINFORMATICS INSTITUTE, [s.d.]; WILSON et al., 1991). 

O gene da APOE é polimórfico, ou seja, para um mesmo gene existe variantes 
já fixadas na população. As diferenças entre os alelos podem ocorrer por uma troca de 
nucleotídeo que irá desencadear um aminoácido diferente em uma determinada posição na 
proteína. Os três alelos principais da APOE humana são: E2, E3 e E4 (HUEBBE; RIMBACH, 
2017; MCINTOSH et al., 2012). 

O gene APOÕOE possui 3.598 nucleotídeos e está localizado no braço longo do 
cromossomo 19 (19q13.2) dentro do lócus RELB em um cluster com os genes APOCT, 
APOC4 e APOCZ2 (KEN-DROR et a/l., 2010; NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY 
INFORMATION, 2021; OLAISEN; TEISBERG; GEDDE-DAHL, 1982). Esse gene possui 
quatro éxons no total, onde no éxon 4 ocorrem os polimorfismos que caracterizam os alelos 
desse gene. Retirando-se os íntrons, restam 1.166 pb que compõem o RNA mensageiro 
(mRNA). A tradução desse mRNA pode gerar diferentes isoformas de APOE dependendo 
do alelo que o genoma do indivíduo carregue (ABONDIO et al., 2019; NATIONAL CENTER 
FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2021; OJOPI; BERTONCINI; NETO, 2004). 

Existem três alelos principais do gene APOE em humanos: e2 presente em 


aproximadamente 8%, e3 em aproximadamente 77% e e4 em aproximadamente 15% 
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da população (BU, 2009). As diferenças entre esses alelos afetam diretamente a 
sequência de aminoácidos e a performance da proteína. Os polimorfismos Cys112Arg 
(rs429358) e Arg158Cys (rs7412) determinam as três principais isoformas, que são: 
APOE2 (112Cys/158Cys), APOES (112Cys/158Arg), que é a mais prevalente, e APOE4 
(112Arg/158Arg). APOE também possui outras variantes considerados raros que estão 
sumindo da população: c1, c5 e e7 (CROUCHET; BAUMERT; SCHUSTER, 2017; 
D'AVIGDOR et al., 2019; FRIEDEN, 2015; MAILLY et al., 1991; WRENSCH et al., 2018; 
YAMAMURA; DONG; YAMAMOTO, 1999). São escassos os trabalhos que trazem a 
frequência dessas raras isoformas de APOE. Um estudo com amostras de sangue de 
1269 indivíduos japoneses identificou apenas 0,1% de indivíduos que possuíssem APOE 
Ee5 e 0,7% com £7 (MATSUNAGA et al., 1995). Outro trabalho publicado em 1987 com 
1209 indivíduos verificou a frequência dos alelos de APOE e encontraram 78,6% com alelo 
APOE €3, 13,5% com €4, 7,5% com €2, 0,2% com £5 e 0,2% com alelo c1 (ORDOVAS et 
al., 1987). 

Vale ressaltar que um mesmo indivíduo pode ter circulante uma ou duas isoformas 
de APOE. Uma vez que humanos são seres diploides, possuem dois alelos de cada gene. 
Os genótipos podem variar entre homozigotos (dois alelos iguais) e heterozigotos (dois 
alelos diferentes). Assim, os seis genótipos principais são: e2/z2, e3/£3, e4/€4, e2/23, e2/ 
e4 e e3/€4. 

Um fato interessante é que a numeração que distingue os polimorfismos de APOE 
não está relacionada com ordem de descoberta, e sim com o ponto isoelétrico. Na década 
de 80, estudos apontavam a heterogeneidade da APOE pelo seu ponto isoelétrico calculado 
por ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida. De acordo com a posição que a banda 
da isoforma ficava, elas eram enumeradas, dependendo do quão rápido ela migrasse no 
gel com relação a um padrão. Ficou determinado nos primeiros ensaios as bandas APOE 
II, Ill ou IV. Isso serviu para nomear as outras isoformas mais raras que foram descobertas 
mais tarde (WEISGRABER, 1994). 

Por consequência desse parâmetro de nomenclatura, quando se estuda os 
polimorfismos da APOE é possível encontrar diferentes trocas de aminoácidos para 
explicar o que seria uma mesma isoforma. Isso acontece para APÕE1. Há autores que 
descreveram APOE1 como portadora de 158ArgaCys/127GlyaAsp (WEISGRABER et al., 
1984), ou apenas portadora da troca 146LysaGlu (MANN et al., 1989). Isso quer dizer 
que muitos autores tratam isoformas com diferentes polimorfismos, como se tivessem o 
mesmo nome, gerando confusão para os leitores. Um trabalho publicado em 1994 traz uma 
tabela com diferentes polimorfismos denominados da mesma forma por terem o mesmo 
ponto isoelétrico (WEISGRABER, 1994). Isso pode explicar o porquê de, segundo nosso 
conhecimento, não existir uma APÕES, mesmo existindo E5 e E7, pois apenas não existe 
uma isoforma que fique na posição 6 nos ensaios de ponto isoelétrico. 

APOE é solúvel, monomérica e em a-hélice. Possui 299 resíduos de aminoácidos, 
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peso total de 35,30 kDa e dois domínios funcionais (CHEN; LI; WANG, 2011; PRONTEIN 
DATA BANK, 2011). O domínio N-terminal (NT) vai do resíduo 1 ao 191, já o domínio 
C-terminal (CT) vai do resíduo 216 ao 299. Esses dois domínios são ligados por uma 
estrutura de dobradiça flexível. O NT possui capacidade de se ligar aos receptores de 
LDL (LDLR) e se liga de forma fraca a lipídeos. Além disso, essa ligação também depende 
do resíduo Arg-172 presente na dobradiça que liga os domínios NT e CT (MORROW et 
al., 2000). Já o CT possui diferentes sítios de ligação a lipoproteínas, mas não se liga ao 
receptor. Assim, as afinidades desses domínios se complementam para que a APOE possa 
exercer sua função. 

Os polimorfismos de cada isoforma afetam de forma sutil a estrutura desses 
domínios, mas ainda assim influenciam de forma significativa na afinidade. A troca de 
Cisteína por Arginina na posição 112 da APÕE4 (rs429358TaC) leva a uma nova ponte 
salina formada por Glutamato da posição 109 e Arginina da 112, o que deixa a Arginina da 
posição 61 mais exposta que passa a interagir com o Glutamato na 255. Essa ponte salina 
é exclusiva da APÕESZ, ou seja, as outras isoformas não possuem tal interação de domínios. 
Assim, estudos apontaram que essa ponte interfere de forma crítica a performance da 
isoforma APÕEAZ, fazendo com que ela seja um diferencial no contexto de algumas doenças 
(DONG et al., 1994; FERNANDEZ et al., 2019; MAHLEY; WEISGRABER; HUANG, 2009; 
WEISGRABER, 1994). 

Essa alteração estrutural foi avaliada por modelo alternativo que usou cristalografia de 
raios-X e espectroscopia, levando ao entendimento de que APOE4 possui eficiência menor 
em relação a APÕES. APÕE4 passa a ter uma ligação mais forte com LDLR prejudicando 
a internalização pelo fígado da gordura presente na lipoproteína associada. Além disso, 
enquanto APÕES tem preferência por se associar a lipoproteína de alta densidade (HDL), 
APOEA4 tem preferência por VLDL (CROUCHET; BAUMERT; SCHUSTER, 2017; MUELLER 
et al., 2016). 

Os polimorfismos de APÕES, por sua vez, levam a mudanças conformacionais onde 
os aminoácidos que formam cada domínio se alteram. O NT passa a ser contemplado do 
resíduo 1 ao 167, a região de dobradiça do resíduo 168 ao 205 e o CT do 206 ao 299. Esse 
diferencial proporciona uma conformação que leva a região principal que se liga ao LDLR a 
ter um desempenho melhor em sua atividade de interação (CHEN; LI; WANG, 2011). 

O polimorfismo que caracteriza a APOE2 não gera uma modificação que afete 
de forma tão significante a conformação da proteína, mas impacta sua função de forma 
relevante. A troca de Arginina por Cisteína na posição 158 (rs7412CaT) compromete a 
eficiência do sítio de ligação a LDLR que fica no NT. A Arginina 158 de APOE 3 e APOE4 
se liga ao Aspartato da posição 154, mas em APOE2 a Cisteína na 158 não consegue 
fazer essa ligação. Dessa forma, o Aspartato 154 se liga com a Arginina da posição 150. 
No entanto, Arginina 150 tem uma influência importante no sítio de ligação a LDLR e a 
sua ligação com Aspartato 154 prejudica a capacidade desse sítio de exercer sua função 
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(MAHLEY; WEISGRABER; HUANG, 2009). 

Estudos em humanos, primatas não humanos e ratos mostraram que a principal 
fonte de APOE plasmática total é o fígado. Os hepatócitos são as células com a maior 
taxa na produção e secreção de APÕE, no entanto células de Kupffer e adipócitos também 
são capazes de sintetizá-la (DAWSON et al., 1989; FRIEDMAN et al., 1991). O segundo 
maior produtor de APOE total é o cérebro, principalmente pelos astrócitos. Também são 
encontradas taxas de produção na glândula adrenal, testículos, pele, rins, baço, tecido 
adiposo e macrófagos (BIOGPS, [s.d.]; HUANG; MAHLEY, 2014). Vale ressaltar que boa 
parcela da secreção de APÕE em outros tecidos é regulada por uma necessidade local, 
então não interfere na APOE plasmática (IGNATIUS et al., 1986; MASSIMI, 1999). 

Ainda é muito limitado o conhecimento relacionado à regulação da transcrição 
do gene APÕE. Mesmo que esse gene esteja em um cluster com genes de outras 
apolipoproteínas, eles são regulados de formas distintas, além de possuírem diferentes 
funções. A regulação da transcrição de APÕE é altamente complexa e requer a interação 
de fatores de transcrição com promotores proximais, mas também com regiões regulatórias 
distais. Desde o século passado, por resultados de estudos in vitro, sabe-se que o gene 
APOÕE tem sua expressão controlada por regiões reguladoras presentes no promotor, 
que podem potencializar ou reprimir sua expressão (SMITH et al., 1988). No entanto, em 
estudos in vivo, foi visto que o promotor não tem a capacidade de direcionar a transcrição 
do gene em quaisquer células na ausência dos enhancers (regiões distantes do gene, mas 
que influenciam na sua expressão). (SHIH et al., 2000). 

Já foram identificadas em camundongos transgênicos duas regiões de controle 
hepático no lócus do gene APOE que regulam a expressão do gene APÕE humano: HCR- 
1 e HCR-2. Esta sequência HCR-2 está localizada 27 kb a jusante do gene APÕE e a 10 
kb a jusante do enhancer HCR-1. A análise do sequenciamento de HCR-2 revelou que 
tem semelhança de 85% com HCR-1 (ALLAN; WALKER; TAYLOR, 1995). Existem outras 
regiões já identificadas que influenciam a expressão de APOE, mas ainda faltam estudos 
para que se tenha uma compreensão completa dos mecanismos. Como por exemplo, os 
dois multi-estimuladores 1 e 2 presentes no lócus de APOE (ME.1 e ME.2). Estudos em 
macrófagos demonstraram que eles têm influência sobre o promotor do gene APÕE, mas 
não foi confirmado isso em hepatócitos. Isto indica que existe uma regulação diferenciada 
na expressão desse gene entre diferentes células (TRUSCA et al., 2011). 

APOE é tida como uma proteína importante para o metabolismo como um todo. O 
fato de ela ser sintetizada e secretada por vários tecidos e diferentes tipos de células, além 
de estar em abundância no líquido intersticial, na linfa e no plasma, corrobora com a certeza 
da importância que essa proteína tem para a homeostase do organismo (HUANG, 2010; 
HUANG; MAHLEY, 2014; HUANG; MUCKE, 2012). APOE é uma proteína multifuncional. 
Sua relação com a manutenção da homeostase metabólica e desenvolvimento de diversas 


doenças vem sendo estudada por vários grupos de pesquisa pelo mundo. Hoje já é 
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comprovada sua importância para o funcionamento do metabolismo lipídico, dos processos 
de neuroproteção, na resposta do organismo contra agentes infecciosos. A atuação da 
APOE nesses e em outros contextos pode ter diferentes respostas dependendo de qual 
alelo o genoma do indivíduo carregue. A eficiência da APOE em suas funções, propensão 
ao desenvolvimento de quadros patológicos e diferentes prognósticos obtidos, terão 
influência direta e divergentes entre as isoformas dessa proteína (TUDORACHE; TRUSCA; 
GAFENCU, 2017). 


4.1.1  APÕE no metabolismo lipídico 


Os lipídios, tais como colesterol, triglicerídeos e fosfolipídios, são biomoléculas 
necessárias na produção de hormônios, composição da membrana celular, proteção 
contra choques mecânicos, manutenção da temperatura corporal, produção de energia, 
entre outros processos. Essas substâncias precisam ser carregadas de um lugar para 
outro por não serem solúveis no plasma. Para isso, existem as lipoproteínas que fazem 
esse importante e regulado papel de transferência de lipídeos. As lipoproteínas são 
macromoléculas formadas por lipídeos e por apolipoproteínas. O tipo de lipoproteína varia 
de acordo com a quantidade e tipo de lipídio que carrega, além da APO associada. AAPOE 
faz parte da composição de VLDL, IDL, HDL, QM e Quilomícrons remanescentes (QMBR), 
além de parte da HDL (DOSE et al., 2016; PHILLIPS, 2014). 

Os QM são gerados no intestino a partir da gordura e do colesterol da dieta, 
caracterizando a via exógena do metabolismo de lipídeos. Ao entrarem na circulação 
sistêmica, adquirem APOE à sua superfície. Os QM sofrem lipólise pela lipoproteína lipase 
(LPL) e formam QMR que vão sofrer depuração hepática após ligação mediada por APOE 
aos receptores de superfície celular, por exemplo, LDLR e proteoglicanos de heparansulfato 
(HSPG). Na via endógena, VLDLs são sintetizados e secretados pelo fígado. A LPL causa a 
liberação de ácidos graxos e a formação de IDL que podem ser eliminados pelo fígado, por 
captação mediada por APOE. A hidrólise completa de VLDL, que ocorre pela ação da LPL e 
a lipase hepática (LH), resulta na formação de LDL sem APOE (ou apenas com vestígios). 
LDL contém APOB-100 que medeia a sua absorção celular. Outro processo é o transporte 
reverso do colesterol que permite que o excesso de colesterol dos tecidos periféricos seja 
redirecionado para o fígado por meio de HDL que pode possuir APOE em sua composição 
(DOSE et al., 2016; GETZ; REARDON, 2009). 

Alguns trabalhos trazem que o polimorfismo presente na APOE pode influenciar 
na sua associação com lipoproteínas. APOE4 se associa preferencialmente com VLDL e 
APOÕES com HDL. Foi postulado que o NT, que contém o resíduo 112 em APOE, influencia 
a preferência da lipoproteína ao interagir com o domínio do terminal carboxila, que contém 


a região de ligação aos lipídeos (DONG et al., 1994). 
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4.2 Ciclo infeccioso do HCV e sua relação com APOE 


O HCV pertence à família Flaviviridae e gênero Hepacivirus, possuindo genoma 
de RNA fita simples e polaridade positiva de aproximadamente 9,6 Kb(ICTV, 2022). Seu 
genoma codifica uma poliproteína de aproximadamente 3 mil aminoácidos. Essa poliproteína 
passa por uma sequência de clivagens resultando em 4 proteínas estruturais (core, El, E2 
e p7) e 6 não-estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (TELLINGHUISEN et al., 
2007). As glicoproteínas E1 e E2 do envelope lipídico formam heterodímeros de superfície 
que permitem que o vírus se associe a LDL e VLDL do hospedeiro (ANDRÉ et al., 2002; 
NIELSEN et al., 2006). Essa importante estrutura formada pela associação entre o HCV e 
lipoproteínas é chamada de partícula lipoviral (LVP), e são críticas para o sucesso do ciclo 
infecioso e evolução da hepatite C (CROUCHET; BAUMERT; SCHUSTER, 2017). 

Essa associação decorre da afinidade de interação entre E1 e E2 do HCV e as APO, 
como por exemplo: APOA1, APOB-100, APOC e APOE. No caso da interação do HCV com 
APOE, trabalhos mostraram que E1 é a responsável por essa afinidade, onde E2 não é 
capaz de sozinha interagir com APOE ou com outras APO, mas é importante para interação 
do HCV com receptores do hospedeiro (MAZUMDAR et al., 2011). A capacidade do HCV 
de se ligar a certas lipoproteínas permite que as LVPs tenham as mesmas propriedades 
biofísicas que as lipoproteínas desassociadas, aumentando o potencial infeccioso do HCV. 
Estudos com partículas de HCV produzidas em cultura de células confirmaram que LVPs 
tem baixa densidade, são ricas em colesterol e triglicerídeos, as APO continuam sendo 
reconhecidas por seus parceiros de interação e, por isso, o HCV se camufla no organismo 
como uma lipoproteína de baixa densidade comum e funcional (CROUCHET; BAUMERT; 
SCHUSTER, 2017; GASTAMINZA; KAPADIA; CHISARI, 2006; POPESCU et al., 2014; 
WRENSCH et al., 2018). 

O LVP circulante, uma vez que entra no espaço de Disse (entre os capilares sinusóides 
e os hepatócitos), se depara com os hepatócitos (ORIÁ et al., 2016). No início do processo 
a APÕOE presente na LVP se liga aos HSPGs e com proteínas da família de LDLR presentes 
na superfície celular. Esse processo permite que o LVP se ligue a superfície da célula, 
nesse momento ainda de forma fraca. Em experimentos, anticorpos específicos para APOE 
foram capazes de bloquear de forma eficiente a ligação do HCV com células Huh-7.5 e 
hepatócitos humanos em cultura (JIANG et al., 2012; LEFEVRE etal., 2014). Corroborando 
com a importância da APOE para essa etapa do ciclo do HCV, trabalhos de Owen e cols. e 
Agnello e cols. demonstraram que APOE facilita a entrada do HCV por meio da interação 
com LDLR (AGNELLO et al., 1999; OWEN et al., 2009). A presença ou não de APOE na 
lipoproteína impacta bastante a infectividade da LVP. Um exemplo disso é o cenário de 
atuação da LPL. Essa proteína, presente na superfície endotelial dos capilares sanguíneos, 
tem a função de hidrolisar triglicerídeos, aumentando a densidade e diminuindo o tamanho 
da lipoproteína. Esse processo leva a mudanças das APO associadas, no caso em questão 
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as LVPs perdem as APOE associadas. Isso faz com que a capacidade da LVP de infectar 
células diminua de forma drástica (SHIMIZU et al., 2010). 

Após a interação de APOE com HSPGs e LDLR, há interação de APOE e APOB- 
100 com o receptor scavenger de classe B tipo | (SR-Bl). Esse é um receptor natural de 
lipoproteínas que acaba se envolvendo no processo de entrada do HCV na célula por 
conta da capacidade desse vírus de estar camuflado na LVP (SCARSELLI et al., 2002). 
A interação entre LVP e SR-BI induz a dissociação entre HCV e lipoproteína, levando a 
exposição da glicoproteína E2 de tal forma que esta interage diretamente com SR-Bl e, 
concomitante a isso, E2 também se liga a cluster of differentiation 81 (CD81) que é uma 
glicoproteína transmembrana da família das integrinas (ZAHID et al., 2013). Mediante a 
isso, um complexo multirreceptor atua para promover a entrada do HCV para o interior da 
célula, como claudina 1, claudina 6, ocludinas, entre outras proteínas integrantes. Após essa 
forte fixação da partícula viral à superfície celular, a entrada do vírus ocorre por endocitose 
mediada por clatrina. (MANNS et al., 2017; ZEISEL; FELMLEE; BAUMERT, 20193). 

Um trabalho publicado em 2016 apontou diferenças para o papel da APOE na 
infectividade e replicação do HCV dependendo de seu genótipo. Resultados indicaram que 
APOE desempenha um papel importante na infectividade nos subtipos 1b e 2a do HCV e 
na replicação do HCV 1b, mas não na replicação do HCV 2a. Esses resultados indicam 
que pode existir uma diferença na eficiência na relação de APOE e HCV de acordo com o 
genótipo do vírus. No entanto, mais estudos são necessários para melhor elucidar essas 
suposições (JUNG et al., 2016). 

Após o processo de replicação viral, ocorre o complexo e coordenado processo de 
montagem das partículas virais. A montagem da partícula do HCV se inicia na superfície 
das membranas do RE rugoso, nas proximidades de gotículas de lipídios (precursor de 
lipoproteínas) (MIYANARI et al., 2007). Uma vez formado, o nucleocapsídeo brota da 
membrana do retículo englobado pela região onde E1 e E2 estão ancoradas. Depois disso, 
se associam com gotículas de lipídios nascentes para adquirir APOE e APOC na sua 
estrutura. Muito ainda é necessário estudar para que se entenda por completo todas as 
etapas desse processo (WRENSCH et al., 2018). 

O processo de liberação da partícula viral madura ocorre por exocitose, aproveitando 
a via de saída de VLDL dos hepatócitos para a corrente sanguínea. Outra possibilidade é 
a partícula viral ser transmitida para células vizinhas e iniciar um novo ciclo infeccioso 
perpetuando a infecção (DUSTIN et al., 2016) Já foi visto que nesse processo a maquinaria 
de morfogênese do VLDL é um ponto primordial. Nos hepatócitos, o precursor de VLDL, 
que é resultado da lipidação de APOB-100 feita pela ação da proteína de transferência de 
triglicerídeos microssomais (MTP), é enriquecido em lipídeos e se associaa APOE e APOC. 
Esse mecanismo de incorporação de APO não é bem elucidado até hoje (FUKUHARA et 
al., 2015). No entanto, um trabalho publicado em 2009 mostrou a grande relevância de 
APOE nessa via, até mesmo maior que a de APOB-100 (JIANG; LUO, 2009). 
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Em um estudo de Jiang & Luo, publicado em 2009, realizou-se um knockout de APOE 
por RNA de interferência (siRNA) que levou a baixa produção de partículas de HCV. No 
entanto, a introdução de APOE expressa de forma ectópica restaurou o déficit na produção 
de HCV gerado pela inibição da expressão de APOE endógena. Em contraste, anticorpos 
específicos para APOB e até mesmo knockout de APOB por siRNA não tiveram efeito tão 
significativo na infecciosidade e produção de HCV, sugerindo que APOB não desempenha 
um papel tão crítico no ciclo replicativo do HCV quanto APOE (JIANG; LUO, 2009). 
Outros trabalhos apontaram que APOB e APOE tem o mesmo grau de significância para 
a montagem e liberação do HCV, mas todos concluíram que a APOE é de fato primordial 
(FUKUHARA et al., 2014, 2015). E ainda, experimentos com células em cultura deficientes 
na produção de APO, como hepatócitos murinos imortalizados, células da linhagem Vero e 
293T se mostraram eficientes em produzir partículas de HCV após a indução da expressão 
ectópica de APÕOE (DA COSTA et al., 2012; LONG et al., 2011; MURAYAMA et al., 2016). 

Além disso, foi visto que a depleção de APOE não afeta a formação do nucleocapsídeo 
do HCV, sugerindo que APOE atua em uma etapa posterior a montagem dessa estrutura. 
E ainda já foi visto, em ensaios de microscopia, APOB, APOE e E1 E2 colocalizados no RE, 
sugerindo que essas proteínas atuam em uma etapa inicial da maturação da partícula do 
HCV, além da associação de APOE com E1E2 no LVP (BOYER etal., 2014). É importante 
ressaltar que a APOE interage com E2 do HCV, onde essa interação não exige nenhuma 
outra proteína viral ou do hospedeiro para ocorrer. Isso pode sugerir que APOE desempenhe 
um papel importante na maturação das partículas de HCV pela interação direta com as 
glicoproteínas do envelope viral. Certamente isso não exclui que tenham mais parceiros de 
interação envolvidos no processo (LEE et al., 2014). 

APOA, APOC e APOE possuem a capacidade de se dissociar de uma lipoproteína 
e se reassociar a outra facilmente devido à presença de estruturas a-hélices anfipáticas 
(SUNDARAM; YAO, 2012). Estudos apontaram que a expressão de sequências curtas 
contendo a-hélices anfipáticas derivadas de APO e de outras proteínas, como o peptídeo 
humano antimicrobiano catelicidina e de NS1 de outros vírus da família Flaviviridae, são o 
suficiente para promover a produção de partículas infecciosas de HCV em células knockout 
para APOE. Dessa forma, por mais que in vivo a APOE pareça ser a atuante nessa etapa da 
montagem, ela pode ser substituída por proteínas que tenham domínios com estruturas e 
propriedades semelhantes (FUKUHARA et al., 2014, 2017; PUIG-BASAGOITI et al., 2016). 

Uma outra interação importante nesse evento e que foi publicada em 2010, é entre 
APOE e NS5A. A relevância da interação APOE-NS5A para a infecção viral foi confirmada 
por estudos de coimunoprecipitação e colocalização com essas proteínas em um sistema 
modelo de cultura de células infectadas pelo HCV (BENGA et al., 2010). Complementando 
esse achado, um outro trabalho do mesmo ano identificou o fragmento da APOE que é 
responsável por essa interação. A análise de mutagênese identificou que o domínio da 
a-hélice CT da APOE é importante para a ligação com NS5A. O domínio de ligação ao 
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receptor da porção NT e os últimos 20 aminoácidos CT de APOE são dispensáveis para a 
interação com NS5A, sendo relevante a porção entre os aminoácidos 205 e 280 da APOE. 
Deleções nessa região, além de impedir a interação, levaram a uma baixa na produção de 
partículas de HCV, indicando que essa associação é importante para a montagem do vírus. 
Além disso, foram feitos testes com as mais recorrentes isoformas de APOE (E2, E3 e E4), 
as quais não mostraram afetar de forma significativa essa interação. Dessa forma, essas 
três isoformas de APOE são igualmente compatíveis com a montagem do HCV. Isso já era 
de se esperar uma vez que o local dos polimorfismos que caracterizam e diferenciam essas 
isoformas estão localizados na porção NT (aminoácidos 112 e 158) que, como já foi dito, 
não interfere na interação de APOE com NS5A (CUN; JIANG; LUO, 2010). 

O HCV pode se disseminar por uma transmissão direta célula a célula, além da 
sua associação com VLDL e liberação por exocitose (LINDENBACH; RICE, 2013). Alguns 
trabalhos observaram que APOE é fundamental para esse processo. Foi visto que a 
infecção de HCV em direção às células receptoras ocorre apenas se as células originais 
do HCV expressarem APÕE, demonstrando que as células que geram novas partículas 
desse vírus e não expressam APÕE não poderiam mediar a transmissão intercelular de 
HCV, sugerindo que APOE está envolvida no processo de transmissão do HCV entre as 
células (HUEGING et al. 2014). Ademais, foi visto que a migração intercelular do HCV 
é comprometida se é silenciada a expressão de APOE nas células de onde partem os 
vírus, mas que esse processo não é influenciado se a expressão de APOB for silenciada 
(GONDAR et al., 2015). 


4.3 Influência da APOE na Hepatite C 


4.3.1 | APÕE colabora camuflando o HCV do sistema imunológico 


Um indivíduo infectado por HCV terá diversas quasispécies em seu organismo. Por 
conta da alta frequência de mutações que ocorre e se mantém no genoma viral, acaba 
sendo grande a diversidade genética e, consequentemente, fenotípica em um mesmo 
paciente. Isso permite que o vírus escape com certa facilidade do reconhecimento pelo 
sistema imunológico e dificulta a formulação de vacinas eficazes. Até em situações onde 
existam anticorpos neutralizantes circulando, as partículas virais conseguem se camuflar 
por estarem associados a lipoproteínas (FAUVELLE et al. 2016; GAL-TANAMY et al., 
2008). 

A participação da APOE nessa capacidade do HCV de passar praticamente 
despercebido pelo reconhecimento imunológico se dá de diferentes formas. Uma é o 
processo de transferência direta entre células das partículas virais que, como vimos, é 
dependente da atuação de APÕE. Nesse processo o vírus não chega a cair na corrente 
sanguínea ou fica no meio intersticial onde poderia entrar em contato com alguma célula de 
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reconhecimento ou com anticorpos neutralizantes. 

Além disso, diferentes publicações apontaram que a APOE da superfície dos LVPs, 
além de ter função de facilitar a entrada do HCV na célula, também camufla o HCV de tal 
forma que a associação de APÕE com as proteínas presentes no envelope viral camufla 
os epítopos alvos. Por consequência, o HCV consegue escapar das vias de defesa da 
imunidade inata e adquirida, dificultando muito sua eliminação e contribuindo para a 
cronificação e acúmulo de complicações hepáticas. Dessa forma, um paciente que expresse 
uma APOE funcional terá maior dificuldade de chegar ao clearance viral (BANKWITZ et al., 
2017; FAUVELLE et al., 2016). 


4.3.2 Influência dos diferentes alelos de APÕE na evolução da hepatite 


O gene APOE pode se apresentar com diferentes alelos que codificam proteínas 
distintas entre si. Essa pequena modificação estrutural da APOE impacta na eficiência 
dessa proteína. Entre os três alelos de APÕE mais recorrentes na população (£2, e3 €4), 
o alelo 4 é o que codifica a proteína com a diferença conformacional e funcional mais 
discrepante das outras. As características estruturais e particularidades metabólicas de 
cada isoforma impactam de forma significativa sua função, o que faz com que os indivíduos 
que carreguem o alelo £4 do gene APÕOE terem uma maior probabilidade de desenvolver 
determinadas doenças, impactando de forma ruim na longevidade. No entanto, no contexto 
da hepatite C, carregar esse alelo é uma vantagem, pois a presença da APOE4 ajuda 
a proteger o paciente infectado com HCV de desenvolver um quadro mais agressivo da 
doença. Enquanto o alelo 2 está associado com o rápido clearance viral e um baixo 
risco de cronificação, o £3, que é o alelo selvagem, no contexto da hepatite C é o de pior 
prognóstico (HISHIKI et al., 2010). É interessante perceber que os mesmos motivos que 
fazem do alelo £4 do APÕE um indicador de mau prognóstico que aumenta a chance de 
o indivíduo desenvolver e ter dificuldades no tratamento de diversas doenças, também 
o faz ser um bom prognóstico para os pacientes com hepatite C. O fato de o HCV ser 
dependente da APOE em diversos momentos do seu ciclo infeccioso, faz com que uma 
isoforma de APÕE que não exerça suas funções de forma eficiente ou que tenha alguma 
diferença conformacional que influencie nas interações com seus parceiros, seja um fator 
que comprometa a evolução e sucesso na infecção. 

Um trabalho publicado em 2002 demonstrou que entre os 65 pacientes com hepatite 
C crônica com menor comprometimento hepático, 20% possuíam o alelo .4 do APÕOE, e 
entre os 46 pacientes com hepatite C mais agressiva apenas 6,5% carregavam esse alelo. 
Esses dados indicaram que o alelo 3 pode ter um efeito protetor contra lesões hepáticas 
(WOZNIAK et al., 2002). 

Já em 2003, Muller e cols. mostraram em um estudo com pacientes com hepatite 
C crônica que a frequência de APOE £4 era significativamente baixa nesse grupo. Em 
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outro trabalho, Muller e cols. sugeriram que enquanto APOE 4 tem um papel protetor 
nesse contexto, APÕE €3 leva a um maior risco de cronificação e evolução para formas 
mais graves da doença. Ele mostrou em seu estudo com pacientes com hepatite C crônica 
uma alta frequência de 4 em pacientes não cirróticos, o que sustenta a hipótese de ação 
protetora contra a infecção pelo HCV (MUELLER et al., 2003, 2016). Junto a isso, outros 
trabalhos associam a APÕE £3 com rápida progressão de fibrose em pacientes HCV- 
positivos crônicos. Como o trabalho de Fabris e cols. que afirmou que a base genética da 
APOE está altamente relacionada com variabilidade da progressão da hepatite C para cada 
paciente (FABRIS et al., 2011). 

Corroborando com esses dados, um estudo publicado em 2019 feito com 299 
pacientes HCV-positivos que nunca passaram por tratamento, mostrou que a frequência de 
APOE £4 é maior nos pacientes que chegaram ao clearance viral espontâneo (12,4%) do 
que nos pacientes que evoluíram para a hepatite C crônica (7,3%) (GONZALEZ-ALDACO 
et al., 2019). 

Quando se compara o grau de fibrose e danos hepáticos em pacientes com hepatite 
C crônica homozigotos para APOE £3 com os que carregam APOE €4, a taxa de dano se 
mostrou ser maior que o dobro em pacientes APOE £3 do que em £4. Ou seja, a forma 
selvagem da proteína é uma vantagem para que o vírus tenha sucesso em seu ciclo 
(CHIBA-FALEK et al., 2012). 

No levantamento bibliográfico realizado para o embasamento dessa revisão, 
encontramos um trabalho que relaciona pacientes brasileiros com hepatite C e APOE. 
Neste trabalho 179 pacientes tiveram o genótipo da APOE analisado e foi encontrada 
maior prevalência da APÕES (67,3%). Além disso, a APOE4 protegeu contra progressão 
da doença hepática e do grau de inflamação de pacientes HCV-positivos (NASCIMENTO 
et al., 2021). 

Assim, mais estudos são necessários. Considerando a diversidade genotípica dos 
brasileiros, estudos amplos nesse nicho agregariam muito valor e confiabilidade na relação 
APOE-hepatite C. Um fato que reforça essa necessidade de mais estudos com brasileiros 
é que dados da tese de Nascimento sugerem que ser portador de APOE2 aumenta o risco 
de pacientes na fase crônica da hepatite C de desenvolver cirrose hepática. Além disso, a 
prevalência encontrada dos alelos de APOE no seu estudo com 179 pacientes com hepatite 
C crônica, difere muito dos dados mundiais. Foi quantificado para os alelos 3 e 4 uma 
prevalência de 67,3% e 15,6%, respectivamente. E, de forma inesperada, E2 foi a segunda 
mais prevalente, com 17,1%. São necessários mais estudos em pacientes brasileiros para 
esclarecer essa relação de APOE2 e aumentar o número de indivíduos visando gerar uma 
prevalência mais representativa (NASCIMENTO, 2020). 

A relação entre APOE e HCV tem importância em todo o ciclo infeccioso e na 
evolução da doença e, além disso, tem implicações no desenvolvimento de novos métodos 


de tratamento e no desenvolvimento de vacinas contra a hepatite C. Entender melhor como 
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ocorre, onde ocorre e a relevância que tem a interação entre HCV e APOE para o sucesso 
da infecção, permite descobrir novos alvos para direcionar a ação de antivirais e vacinas. 
Por mais que existam os antivirais de ação direta (DAAs), que são hoje o tratamento mais 
avançado e com melhores resultados, é necessário o desenvolvimento de ferramentas 
terapêuticas que permitam uma resposta virológica sustentada (RVS) em maior número 
de pacientes, visto que alguns ainda não atingem este objetivo mesmo com diferentes 
combinações de antivirais. Ter apenas as proteínas do vírus como alvo é preocupante, uma 
vez que a frequência de mutação é alta e gera grande variabilidade, afetando diretamente 
no sucesso do tratamento. Assim, novos alvos além do vírus são uma boa escolha no 
desenvolvimento de novos tratamentos. 

Com base nos estudos que mostraram que a APOE tem a capacidade de camuflar 
o HCV no sistema imunológico e ainda é importante na entrada do vírus na célula, além da 
atuação de APOB, desenvolveram o Avasimibe. Esse fármaco é um inibidor do transporte 
de lipídios, clinicamente aprovado, que leva a uma diminuição da liberação de APOB e 
APOE. O Avasimibe se mostrou eficaz em infecções por diversos genótipos do HCV (HU et 
al., 2017). Ainda é necessário investir em estudos que pesquisem sobre a relação de APOE 
com HCV e quais os parceiros de interação participam do processo infeccioso. Com esse 
conhecimento bem fundamentado será mais fácil eleger os alvos mais eficazes para tentar 
o desenvolvimento de fármacos e vacinas contra hepatite C. 


51 CONCLUSÃO 


Com essa revisão conseguimos entender como as diferenças entre os alelos do 
gene APÕOE influenciam na estrutura e função das isoformas da proteína e correlacionar 
isso ao seu efeito na hepatite C. Compilamos diferentes trabalhos que corroboraram com 
a importância dessa proteína no sucesso da infecção pelo HCV e com a necessidade de 
mais estudos - biomoleculares, genéticos e populacionais — da relação de APOE e suas 
isoformas com a evolução da doença. Inclusive, estudos de grupos de brasileiros se fazem 
necessários para um melhor esclarecimento da importância de APOE dentro do perfil dos 
pacientes do Brasil e como um possível alvo no desenvolvimento de fármacos e vacinas 


para combater a hepatite C. 
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RESUMO: A mitoterapia (transplante 
de mitocôndrias) é uma técnica recente 
que busca, através da administração de 
mitocôndrias funcionais isoladas, reverter 
disfunções celulares em uma variedade de 
condições patológicas em tecidos - como 
isquemias pulmonar, cardíaca e cerebral, 
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doença de Parkinson, esquizofrenia 
e declínio cognitivo. Sua abordagem 
terapêutica diferencia-se da tradicional 
aplicação observada no uso de fármacos 
ou moléculas redox-sensíveis direcionadas 
para a população de mitocôndrias do 
órgão afetado. Em modelos celulares, 
animais e humanos, a mitoterapia já 
demonstrou potencial de recuperação do 
perfil metabólico, reversão do estresse 
celular e de danos teciduais. No entanto, 
diversos são os parâmetros ainda não 
padronizados que limitam o aprimoramento 
da técnica quanto à sua optimização e 
reprodutibilidade, e dificultam a sua ampla 
aplicação clínica. Neste capítulo exploramos 
os aspectos tecnológicos do transplante de 
mitocôndrias. Discutimos os resultados já 
obtidos e os desafios da implementação 
de uma técnica de caráter incipiente que 
apresenta grande diversidade de modelos 
celulares utilizados e variabilidade nos 
métodos empregados. A mitoterapia carece 
de técnicas padronizadas que garantam com 
satisfatória reprodutibilidade e robustez a 
demonstração de seus potenciais benefícios 
terapêuticos. Ainda assim, o transplante 
de mitocôndrias permanece sendo uma 
possibilidade promissora para o tratamento 
de diversas condições patológicas. 
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MITOCHONDRIAL TRANSPLANTATION: TECHNOLOGICAL ASPECTS AND 
CLINICAL APPLICATION OF MITOTHERAPY 

ABSTRACT: Mitotherapy (mitochondrial transplant) is a recent technique that seeks, through 
the administration of isolated functional mitochondria, to reverse cellular dysfunctions in 
a variety of pathological conditions - such as pulmonary, cardiac and cerebral ischemia, 
Parkinson's disease, schizophrenia and cognitive decline. Its therapeutic approach differs 
from the traditional application observed in the use of drugs or redox-sensitive molecules 
directed to the mitochondrial population of the affected organ. In cellular, animal and human 
models, this strategy has already demonstrated potential for recovery of the metabolic profile, 
reversal of cellular stress and tissue damage. However, there are several parameters that 
have not yet been standardized, which limit the improvement of the technique in terms of its 
optimization and reproducibility, and hinder its wide clinical application. In this chapter we 
explore the technological aspects of mitochondria transplantation. We discuss the results 
already obtained and the challenges of implementing an incipient technique that presents a 
great diversity of cell models and variability in the methods. Mitotherapy lacks standardized 
techniques that guarantee satisfactory reproducibility and robustness in demonstrating its 
potential therapeutic benefits. Still, mitochondria transplantation remains a potential possibility 
for the treatment of several pathological conditions. 

KEYWORDS: Mitochondrial transplant; mitotherapy; mitochondrial dysfunction; therapeutic 
option. 


11 INTRODUÇÃO 


Mitocôndrias são organelas de origem proteobacteriana essenciais para a vida 
(SCHWARTZ; DAYHOFF, 1978). Dentre suas funções mais proeminentes estão a obtenção 
de energia química pela oxidação de intermediários metabólicos (KAPPLER et al., 2019), 
a síntese de fosfolipídeos e grupamento heme (DAUM, 1985), tamponamento de cálcio 
(JOUAVILLE et al, 1999), parte do ciclo da uréia, e a indução da morte celular programada, 
ou apoptose (LI; DEWSON, 2015). Considerando seu papel nas demandas metabólicas e 
de sinalização na célula, as disfunções mitocondriais - com morfologia anormal (CATALDO 
et al, 2010), defeitos na bioenergética (TREVINO et al., 2019), na dinâmica mitocondrial 
(WANG et al, 2009) e acúmulo de mutações no mtDNA (STENTON; PROKISCH, 2020) 
- podem resultar em diversas condições patológicas, como deficiências imunológicas 
(GARONE; TADESSE; HIRANO, 2011), hepáticas (HELBLING et al, 2013), cardiomiopatias 
(SEBASTIANI et al, 2007), declínio cognitivo (KUJOTH et al., 2005) e estarem envolvidas 
com sintomas psiquiátricos (CATALDO et al, 2010). 

O surgimento, a algumas décadas, da possibilidade de transplante de mitocôndrias 
funcionais despertou grande interesse no meio científico. Seu princípio terapêutico, 
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fundamentado na reversão e recuperação da homeostasia mitocondrial, continua sendo 
uma promissora alternativa terapêutica para o amplo espectro de doenças e traumas 
que apresentam danos mitocondriais. Diversos foram os trabalhos animadores utilizando 
o transplante de mitocôndrias in vitro e in vivo com animais e humanos, principalmente 
em modelos de dano agudo pulmonar, cardiomiopatias e isquemias cardíacas, doença 
de Parkinson, câncer e técnicas de fertilização in vitro. Ainda assim, pouco avanço foi 
observado quanto à translação desses benefícios para o âmbito da clínica. Suas 
dificuldades de optimização são um reflexo do seu caráter incipiente, que carece de 
métodos e parâmetros padronizados que promovam com a robustez necessária uma técnica 
confiável e reprodutível. Parte dessa aparente falta de robustez se deve ao atual estado 
da arte que foca na validação de uma prova de conceito deste procedimento em diversos 
aspectos dos diferentes modelos de patologias e disfunções celulares. Este capítulo 
discutirá as possibilidades e desafios do transplante de mitocôndrias. Serão abordadas 
variáveis metodológicas da mitoterapia, como protocolos de isolamento mitocondrial, tipo 
de transplante e métodos de medição da terapia, e as necessidades de seu aprimoramento 


para a implementação clínica da técnica. 


21 TRANSPLANTE DE MITOCÔNDRIAS 


A mitoterapia (transplante de mitocôndrias) é uma técnica caracterizada pelo uso 
de mitocôndrias funcionais isoladas, com subsequente administração das mesmas em 
pacientes. A internalização dessas organelas por células de mamíferos foi identificada, 
pela primeira vez, em 1982, por Clark e Shay (CLARK; SHAY, 1982). Diversos estudos 
pré-clínicos (in vitro e in vivo) indicam que a transferência de mitocôndrias entre células 
é um evento fisiológico mediado por junções celulares (ISLAM et al, 2012), fusão celular, 
formação de nanotubos de membrana (WANG; GERDES, 2015) e internalização direta do 
meio extracelular, e sugerem benefícios protetores e anti-inflamatórios associados. 

No entanto, foi apenas no início do século XXI que as possibilidades da mitoterapia 
realmente despertaram o interesse científico. Em um trabalho fundamental para isso, 
Katrangi et al, em 2007, reportaram a internalização de mitocôndrias de roedor por linhagens 
de células cancerígenas, resultando em recuperação das taxas respiratórias em células 
com mtDNA depletado (KATRANGI et al., 2007). A partir disso, foi observada progressiva 
expansão dos estudos e da diversificação de condições patológicas potencialmente 
tratadas por essa terapia. Dentre as disfunções para as quais a mitoterapia foi investigada 
estão a hiper-sensitividade e isquemia pulmonar (SU, et al., 2016; MOSKOWITZOVA 
et al., 2020), as cardiopatias e isquemias cardíacas (EMANI et al, 2017; DOULAMIS et 
al., 2020), a nefropatia diabética e nefrotoxicidade (KONARI et al., 2019; ARJMAND et 
al., 2022), o dano hepático e carcinoma hepatocelular (ZHAO et al., 2020; ZHOU et al., 
2022), as disfunções ópticas (NASCIMENTO-DOS-SANTOS et al, 2020; AHARONI-SIMON 
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et al., 2022), o dano neuromuscular periférico e isquemia de membro (ORFANY et al., 
2020; ALWAY et al., 2023), tendinopatias (LEE J. et al., 2021), osteoartrite (LEE A. et al., 
2022), sepse (ZHANG et al., 2021), reparação de feridas (KIM et al., 2022) e técnicas 
de fertilização in vitro (OKTAY et al., 2015; LABARTA et al., 2019). Mais especificamente 
na área de patologias neurais a mitoterapia já foi usada em estudos de isquemia (XIE et 
al., 2021), trauma (ZHANG et al., 2020) e tumor cerebral (SUN et al., 2019), doença de 
Parkinson (CHANG et al, 2021), lesão da medula espinhal (GOLLIHUE et al., 2017; LIN 
et al, 2022), doença de Alzheimer (NITZAN et al., 2019), esquizofrenia (ROBICSEK et al., 
2018), epilepsia (JIA et a!., 2022), depressão e ansiedade (JAVANI et al., 2022), e declínio 
cognitivo (MA et al., 2020; ALEXANDER et al., 2021) (Figura 1). 
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Figura 1 — Principais condições patológicas em estudos de transplante de mitocôndrias. Os exemplos 
incluem o uso de modelos in vitro e in vivo (com animais ou humanos). 


31 EFEITOS TERAPÊUTICOS DO TRANSPLANTE DE MITOCÔNDRIAS 


Apesar da mitoterapia se apresentar como uma vantajosa possibilidade terapêutica 
para um vasto número de doenças e traumas, ainda não se conhece de forma satisfatória 
os mecanismos pelos quais mitocôndrias saudáveis transplantadas exercem seus efeitos 
terapêuticos e, tampouco, como são controladas suas vias de internalização celular. De 
forma geral, a administração dessas organelas resulta na reversão total ou parcial do 
desequilíbrio metabólico, com suprimento das necessidades energéticas (ROBICSEK et 
al., 2018; XIE et al. 2021), recuperação da integridade celular e tecidual (EMANI et al, 
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2017; ALEXANDER et al., 2021), aprimoramento da morfologia mitocondrial (CHANG et 
al., 2017), diminuição do estresse oxidativo (KONARI et al, 2019; MA et al., 2020), aumento 
da capacidade de tamponamento de cálcio (ZHOU et al., 2016), alterações na sinalização 
celular e parácrina (ROBICSEK et al., 2018; KONARI et al, 2019), alterações de expressão 
gênica (ALEXANDER et al., 2021; XIE et al., 2021), diminuição da morte celular (COWAN 
et al., 2016; XIE et al., 2021) e redução da inflamação (ALEXANDER et al., 2021; CHANG 
et al, 2021) (Figura 2). 


ERA, Morte celular 


el sl e! sil o) pera 

rã ceeeire) integridade 

[ele W eleito! esmas 8 
tecidual 


Sinalização parácrina inflamatória 


Figura 2 — Principais efeitos intercelulares do transplante de mitocôndrias exógenas. A administração 
de mitocôndrias exógenas funcionais resulta em: (1) melhora energética; (2) modulação da expressão 
gênica e sinalização intracelular; (3) fusão das mitocôndrias exógenas com as hospedeiras defeituosas, 
recuperando a função mitocondrial e a capacidade de tamponamento de cálcio; (4) diminuição dos 
níveis de espécies reativas de oxigênio (ERO); (5) redução da morte celular; (6) recuperação da 
integridade celular e tecidual e (7) inibição da sinalização parácrina inflamatória. 


Certos estudos indicam que tais benefícios ocorrem através da reparação da 
maquinaria bioenergética, possivelmente se fusionando com mitocôndrias hospedeiras 
(COWAN et al., 2016; XIE et al., 2021). Outros estudos, observando sua localização 
perinuclear e as baixas taxas de internalização, sugerem que os benefícios atribuídos 
às mitocôndrias exógenas se encontram na alteração de mecanismos de sinalização e 
expressão gênica (ALEXANDER et al., 2021; SHI; GUO; LIU, 2021). O mais provável é 
que os efeitos terapêuticos observados sejam resultado da combinação de diversos 
mecanismos. 
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41 POTENCIAIS RISCOS 


Embora a mitoterapia esteja se mostrando bastante promissora, sua aplicação pode 
não ser livre de riscos. Dentre as questões mais ressaltadas está o papel das mitocôndrias 
como fonte de DAMP's (do inglês, damage-associated molecular patterns), atuando como 
mediadores do processo inflamatório quando, no meio extracelular, seus componentes 
são reconhecidos por receptores específicos em células do sistema imune ou outros 
tipos celulares (JOSHI et al, 2019). Concordando com tais preocupações, certos estudos 
relataram indícios de resposta inflamatória (GOLLIHUE et al., 2018; CHANG et al, 2021). 
Foi reportado aumento na ativação de macrófagos no local da medula espinhal danificada 
de ratos onde as mitocôndrias foram injetadas (GOLLIHUE et al., 2018), resposta imune 
inata (com atração de macrófagos e microglia) após a injeção de mitocôndrias em modelo 
ratos isquêmicos (HUANG et al., 2016), e resposta inflamatória (com liberação de IL-1a, 
IL1B, IL-10, IL-17A) após a infusão intranasal de mitocôndrias em ratos modelos para 
parkinsonismo (CHANG et al, 2021). Em contrapartida, outros artigos apontam para a 
segurança da técnica (SHIN etal., 2019), não identificando aumento da resposta inflamatória 
após a adição de mitocôndrias purificadas (MASUZAWA et al., 2013; RAMIREZ-BARBIERI 
et al, 2019), considerando-a inclusive como uma possível terapia anti-inflamatória 
(MOSKOWITZOVA et al., 2020; LIN et al, 2022). O transplante de mitocôndrias de músculo 
de ratos em pulmão ou espinha dorsal danificada de animais da mesma espécie reduziu 
respectivamente a infiltração inflamatória (MOSKOWITZOVA et al., 2020) e marcadores 
inflamatórios como TNF-a, IL-6 e NO (LIN et al, 2022). Outro importante exemplo é o 
estudo clínico em que pacientes pediátricos com disfunções cardíacas receberam injeção 
de mitocôndrias autólogas purificadas diretamente em seus corações. Esse estudo não 
reportou efeitos adversos imediatos nem alterações nos marcadores inflamatórios locais 
ou sistêmicos (EMANI et al, 2017). 


51 VARIAÇÕES EXPERIMENTAIS 


Em virtude de seu caráter incipiente, a mitoterapia apresenta enorme diversidade 
quanto aos métodos de isolamento, as fontes doadoras e receptoras de mitocôndrias, as 
doses terapêuticas e ferramentas de avaliação dos resultados. Outra característica que 
contribui para essa variabilidade é o próprio princípio do racional terapêutico que propõe 
o transplante de um material biológico (organelas celulares isoladas) contrastando com 
o processo de desenvolvimento de fármacos - onde se padroniza com maior facilidade 
as condições de produção, controle de qualidade e estabilidade do produto que estará 
disponível para o benefício do paciente. Para o manuseio e administração das mitocôndrias 
devem-se considerar todas as possíveis particularidades naturais de um ser vivo, com um 
perfil biológico intrínseco também influenciado por fatores extrínsecos. Em decorrência das 
diferentes escolhas de técnicas e objetos de estudo, os trabalhos até então publicados 
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formam uma rede heterogênea de informações a respeito dessa abordagem terapêutica, 
que dificultam a padronização de parâmetros e métodos que aumentariam a segurança e 
eficiência da técnica. Os aspectos tecnológicos que necessitam de padronização incluem o 
método de isolamento, a dose terapêutica, o veículo e via de administração, a duração do 
tratamento, o tipo de transplante e tecido-fonte de mitocôndrias e métodos de avaliação do 
efeito terapêutico (Figura 3). 
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Figura 3 — Aspectos importantes a serem padronizados no aprimoramento da mitoterapia. As 
variáveis em que os estudos de mitoterapia se deparam incluem: a fonte de mitocôndrias (cultura 
de células, animais ou seres humanos) e o tipo tecidual; o protocolo de isolamento de mitocôndrias; 
especificidades do tratamento como dose terapêutica, número de doses e via de administração; o 
modelo patológico e os métodos de avaliação do efeito terapêutico após o tratamento. 


5.1 Transplantes autólogos, alogênicos e xenogênicos 


Inúmeros são as fontes de tecidos e tipos celulares, in vitro e in vivo, que já foram 
usados para o isolamento de mitocôndrias visando a mitoterapia. In vivo, essas organelas 
já foram isoladas de cérebro (ROBICSEK et al., 2018; ZHANG et al., 2020), plaquetas 
(SHI; GUO; LIU , 2021), fígado (KATRANGI et al., 2007; CHANG et al, 2021) e músculo 
esquelético (BLITZER et al, 2020; LIN et al, 2022). Os três últimos são mais considerados 
em decorrência de sua relativa facilitada extração, maior quantidade de obtenção de 
organelas e perfil de suas mitocôndrias (SHI; GUO; LIU, 2021). Estudos mitoterápicos 
podem realizar tratamentos com mitocôndrias autólogas, alogênicas ou xenogênicas. 
Tratamentos autólogos - quando as organelas são purificadas a partir do organismo que 
as recebe - são considerados mais seguros, com maior especificidade e menor risco de 
possível reconhecimento e rejeição pelo sistema imune (SUN et al., 2019; EMANI et al, 
2017). Estudos utilizando mitocôndrias alogênicas - provenientes de organismos da mesma 
espécie - também apresentaram resultados promissores (SUN et al., 2019; CHANG et al, 
2021; LIN et al, 2022). Ainda assim, a translação clínica requer validação sobre eficácia e 
segurança, especialmente em relação à compatibilidade entre mtDNA doador e recipiente 
(WANG et al., 2017) e efeito inflamatório (CHANG et al, 2021; LIN et al, 2022). Por fim, 
organelas de origem xenogênica - de diferentes espécies - ainda que consideradas 
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com maior relutância, também parecem demonstrar efeitos positivos, com pouco ou 
nenhum dano relacionado (SHI et al, 2017; NASCIMENTO-DOS-SANTOS, 2020). Um 
grande benefício da estratégia xenogênica para estudos mitoterápicos é a facilidade de 
monitoramento das organelas exógenas no organismo hospedeiro, pois podem ser usados 
anticorpos específicos (MOSKOWITZOVA et al., 2020; ALEXANDER et al., 2021). 


5.2 Taxa de internalização 


A internalização de mitocôndrias, ainda que não completamente elucidada, já 
foi observada em estudos envolvendo modelos in vitro, animais (COWAN et al., 2016; 
BLITZER et al, 2020) e seres humanos (EMANI et al, 2017). Os principais mecanismos 
candidatos são a endocitose (KATRANGI et al., 2007) mediada pelas proteínas clatrina e 
dinamina (PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021) ou por actina e macropinocitose (KITANI 
et al., 2014). Diferentes tipos celulares possuem perfis de expressão da maquinaria 
endocítica próprios, que refletem em diferentes tempos de incubação das mitocôndrias com 
as células para a obtenção do efeito terapêutico. Por exemplo, no sistema nervoso as taxas 
de internalização de mitocôndrias são cerca de 40-50% em neurônios e astrócitos, 0-10% 
em oligodendrócitos e 70% em micróglias, refletindo a função de cada tipo celular (ZHAO, 
et al., 2021). Já mitocôndrias provenientes de músculo esquelético ou cardíaco costumam 
apresentar semelhantes taxas de internalização (WEIXLER et al., 2020). Alguns trabalhos 
reportaram baixas taxas de internalização de mitocôndrias exógenas, com variações de 
eficácias de 3-15% (MA et al., 2020; SHI; GUO; LIU, 2021), 15-30% (KITANI et al., 2014; 
HUANG et al., 2016) e 50% (ROBICSEK et al., 2018). Um fator que pode aumentar a taxa 
de internalização é o estresse celular das células receptoras (BABENKO et al., 2018 SUN et 
al., 2019). Ainda assim, outros afirmam que não encontraram tal associação (HUANG et al., 
2016; SHI; GUO; LIU, 2021). De forma geral, injeções intravenosas costumam apresentar 
boa distribuição sistêmica de internalização de mitocôndrias (SHI et al., 2017), e injeções 
locais costumam demonstrar satisfatória concentração das organelas no local danificado 
(GUARIENTO et al., 2020). Diversos estudos também testaram estratégias para aumentar 
a internalização de mitocôndrias e direcioná-las para o local desejado (BABENKO et al., 
2018; SUN et al., 2023), ligando-as à polipeptídeos da família dos penetradores de células, 
como Pep-1 (CHANG et al., 2021), ao polímero dextran conjugado com TAT (MAEDA et al., 
2020) ou TPP (WU et al., 2018), ou através de centrifugação (KIM et al., 2018), 
5.3 Protocolos de isolamento mitocondrial 

O processo de isolamento de mitocôndrias é uma etapa fundamental para a 
capacidade terapêutica da mitoterapia. Ainda que seus fundamentos se mantenham na 
maioria dos protocolos utilizados, grande é a variação de certos aspectos - influenciada, 
por exemplo, pelo tipo celular doador de mitocôndrias. Preferencialmente, todo o processo 
de isolamento deve ser feito em temperatura de 4ºC, contribuindo para a preservação da 
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viabilidade e função mitocondrial (GOLLIHUE et al., 2017; PAMENTER; LAU; RICHARDS, 
2018). O isolamento de tecidos inicia na separação das células com a lise mecânica e 
utilização da tripsina (NASCIMENTO-DOS-SANTOS et al, 2020; CHANG et al, 2021). O 
isolamento de mitocôndrias a partir de células em cultura inicia com o destacamento das 
células - com tripsina (SHI et al, 2017; KONARI et al, 2019) ou raspadores mecânicos 
(GOLLIHUE et al., 2018; WU etal., 2018). Apesar da tripsina garantir maior rendimento, seus 
resíduos, potencialmente danosos, foram encontrados no pellet mitocondrial (GOLLIHUE 
et al., 2017). De forma geral, ocorrem centrifugações com variação na velocidade para 
obter purificações seriadas, intercaladas pela lise celular mecânica (GOLLIHUE et 
al., 2018; CHANG et al, 2021) ou química (SUN et al., 2019). A lise mecânica utiliza de 
homogeneizadores automáticos (COWAN et al., 2016; CHANG et al, 2021) ou manuais, 
que costuma promover a lise celular com 15 a 30 strokes (KITANI et al., 2014; MAEDA 
et al., 2020). Alguns estudos incubam as células em tampão hipotônico para promover o 
extravasamento celular com a diminuição da osmolaridade. Depois da lise, a osmolaridade 
da solução é balanceada (isotônica) adicionando tampão hipertônico (PATEL et al., 2017; 
PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021). Para aumentar a purificação, alguns artigos fazem 
lise em câmara de N, (GOLLIHUE et al., 2017), filtram o isolado (COWAN et al., 2016; 
AHARONI-SIMON et al., 2022), utilizam técnicas de gradiente de Ficoll (GOLLIHUE et 
al., 2017; GOLLIHUE et al., 2018) ou Percoll (ROBICSEK et al., 2018; ZHANG et al., 
2020), ou associam as organelas com microbead's para subsequente separação magnética 
(MACHEINER et al., 2016). Depois do processo de isolamento, para evitar perdas na 
viabilidade, as organelas podem ser mantidas em gelo por até 3-4 horas (PATEL etal., 2017; 
BLITZER et al, 2020). Ainda assim, alguns estudos testaram com sucesso mitocôndrias 
armazenadas, em solução baseada em aminoácidos, por até 3 dias (LIN et al., 2023), ou 
até 1 ano, congeladas em - 80 ºC. Estas últimas, quando comparadas com mitocôndrias 
frescas apresentaram semelhantes morfologias e capacidades funcionais (CLOER et al., 
20283). O estabelecimento de um método adequado de armazenamento de mitocôndrias 
é fundamental para o suporte clínico. A análise do isolado costuma identificar organelas 
com potencial de membrana estável e morfologias saudáveis - indicando funcionalidade 
(COWAN et al., 2016; HUANG et al., 2016). É fundamental, após a escolha do método 
e padronização/otimização desse, considerar não só a quantidade de mitocôndrias 
isoladas, mas também a sua qualidade determinada pela avaliação da sua taxa respiratória 
(GOLLIHUE et al., 2017). 


5.4 Estratégias para avaliação da funcionalidade e potencial terapêutico de 
mitocôndrias isoladas 


Diversas são as técnicas empregadas para avaliação da capacidade respiratória, 
integridade, potencial de membrana e capacidade terapêutica de mitocôndrias isoladas. 
No entanto, as variações desses protocolos e ferramentas podem impactar nos resultados 
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e em sua interpretação. Estudos de mitoterapia costumam avaliar, por exemplo, a 
quantidade de mitocôndrias obtidas com o isolamento (HUANG et al., 2016; SHI et al, 
2017), a internalização de mitocôndrias exógenas e sua qualidade, por microscopia 
confocal (CHANG et al. 2017; ROBICSEK et al., 2018), imunohistoquímica (ZHOU et al., 
2016; CHANG et al, 2021) ou microscopia eletrônica de transmissão (KITANI et al., 2014) 
que permite a visualização da morfologia, incluindo o estado de cristais e membranas 
mitocondriais (CHANG et al., 2017; KIM et al, 2018). Para a análise da funcionalidade das 
mitocôndrias isoladas ou das mitocôndrias presentes nas células receptoras, podem ser 
mensurados: produção de ATP (SHI et al, 2017; KIM et a!., 2018), ROS (KONARI et al, 2019; 
SHI; GUO; LIU, 2021), capacidade de tamponamento de cálcio (ZHOU et al., 2016; SHI et 
al, 2017) ou taxa de consumo de oxigênio por sondas fluorescentes (com equipamentos 
como Seahorse"”) (SUN et al., 2019), métodos polarográficos específicos para detecção 
de oxigênio como o eletrodo de Clark (Clark Oxygen Electrode) (ROBICSEK et al., 2018) 
e seu aprimoramento em alta resolução (Oroboros"”) (NASCIMENTO-DOS-SANTOS et 
al, 2020; PERUZZOTTI-JAMETTI et al., 2021). A marcação mitocondrial é um aspecto 
essencial para os estudos mitoterápicos, possibilitando a visualização e acompanhamento 
da internalização (GOLLIHUE et al., 2018). Os marcadores mitocondriais podem ser 
divididos entre independentes ou dependentes de voltagem, como o JC-1 (iodeto 15 de 
5,5',6,6-tetracloro-1,1,3,3'tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) (SUN et al., 2019; ZHANG 
et al., 2020), que pode indicar o potencial de membrana mitocondrial (ROBICSEK et al., 
2018; XIE et al., 2021). Ainda, podem ser utilizados marcadores transgênicos (KONARI 
et al, 2019; MAEDA et al., 2020), fluorescentes (HUANG et al., 2016; AHARONI-SIMON 
et al., 2022) ou de análogos de nucleotídeos tipo bromodesoxiuridina (BrdU) (HUANG et 
al., 2016; CHANG et al, 2021). Uma estratégia muito usada, por exemplo, é a aplicação 
concomitante de mais de um marcador — um para organelas hospedeiras e outro para 
transplantadas (KIM et al., 2018; SHI; GUO; LIU, 2021). 


61 CONCLUSÃO 


A discussão das estratégias, do racional terapêutico e dos desafios no estudo da 
mitoterapia é fundamental para a identificação das necessidades de aprimoramento da 
técnica. Os aspectos metodológicos que impactam na capacidade de reversão do estresse 
celular incluem dose mitocondrial e duração da terapia, tipo de transplante, tecido-fonte de 
organelas, e métodos de avaliação terapêutica. Ainda, a questão das mitocôndrias serem 
um material terapêutico biológico dificulta os processos de preservação e armazenamento 
até a sua aplicação. Desse modo, o desenvolvimento de estratégias de conservação da 
viabilidade mitocondrial, como congelamento ou liofilização, poderá impactar positivamente 
na utilização em ampla escala da mitoterapia. Tais variáveis influenciam a confiabilidade e 
reprodutibilidade, e dificultam a obtenção de resultados robustos que viabilizarão com maior 
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eficiência a translação clínica do transplante de mitocôndrias. Mais estudos são necessários 
para garantir a padronização e análise comparativa dos métodos. A mitoterapia continua 
sendo uma estratégia promissora para o tratamento de diversas condições patológicas, 
resta, porém, saber quando e se essa promessa conseguirá trazer benefícios reais para os 


pacientes humanos. 
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RESUMO: A região denominada Baixada 
Cuiabana é uma das poucas regiões do 
Mato Grosso que preserva as antigas 
características de comunidades de 
agricultores de subsistência que mantêm 
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expressiva diversidade de mandioca 
(Manihot esculenta Crantz). O objetivo 
deste estudo foi caracterizar a diversidade 
genética de mandiocas mediante o 
conhecimento etnobotânico e marcadores 
microssatélites para compreender a 
dinâmica de conservação e manejo 
do acervo usado pelos agricultores da 
Comunidade São Benedito, Poconé, 
Mato Grosso. Para o inventário 
etnobotânico foram aplicadas entrevistas 
semiestruturadas em 10 unidades 
domésticas para obter informações sobre as 
mandiocas cultivadas, e das 11 variedades 
locais cultivadas foi realizada análise por 
marcadores microssatélites. Apesar da 
baixa diversidade etnobotânica (H'=2,05), 
foi encontrada alta heterozigosidade 
observada (Ho = 0,92) e diversidade gênica 
(He = 0,75). Os agricultores que sobrevivem 
basicamente do cultivo da mandioca e 
produção de farinha para comercialização, 
direcionam suas escolhas de variedades 
para as mais produtivas e menos suscetíveis 
ao ataque de pragas. A variedade Brava 
foi a mais frequente (80% das roças) e 
é apontada como a mais rentável para a 
produção de farinha, sendo uma importante 
fonte de recurso genético para programas 
de melhoramento. Através da análise 
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de rede pode-se observar que a rede de circulação de propágulos e informações ocorre 
entre os moradores e também com outras comunidades da região. Dois agricultores foram 
identificados como os mais atuantes nas trocas. De acordo com o agrupamento e análise 
de coordenadas principais feitos utilizando os dados genéticos, as variedades introduzidas 
mais recentemente separam-se das introduzidas há mais tempo. Os resultados apontam 
que as variedades possuem uma alta diversidade genética entre si, porém os agricultores 
da comunidade apresentam baixa diversidade etnobotânica quando comparada a outras 
comunidades. 

PALAVRAS-CHAVE: Microssatélites; conservação on farm; conhecimento tradicional. 


ETHNOBOTANY AND GENETIC DIVERSITY ANALYSIS OF CASSAVA 
VARIETIES CULTIVATED IN POCONÉ, MATO GROSSO 


ABSTRACT: The region called Baixada Cuiabana is one of the few regions of Mato Grosso 
that preserves the ancient characteristics of subsistence farming communities that maintain 
a significant diversity of cassava (Manihot esculenta Crantz). The objective of this study 
was to characterize the genetic diversity of cassava through ethnobotanical knowledge and 
microsatellite markers to understand the dynamics of conservation and management of the 
collection used by farmers in the São Benedito Community, Poconé, Mato Grosso. For the 
ethnobotanical inventory, semi-structured interviews were applied in 10 household units to 
obtain information about the cassava grown, and of the 11 local varieties grown, analysis was 
performed by microsatellite markers. Despite the low ethnobotanical diversity (H'=2.05), high 
observed heterozygosity (Ho = 0.92) and gene diversity (He = 0.75) were found. Farmers who 
survive basically on the cultivation of cassava and production of flour for commercialization, 
direct their choices of varieties to the most productive and less susceptible to pest attack. 
The variety Brava was the most frequent (80% of the farms) and is pointed out as the most 
profitable for flour production, being an important source of genetic resource for improvement 
programs. Through the network analysis it can be observed that the network of circulation of 
propagules and information occurs among the residents and also with other communities in 
the region. Two farmers were identified as the most active in the exchanges. According to the 
clustering and principal coordinates analysis done using the genetic data, the most recently 
introduced varieties are separated from those introduced longer ago. The results indicate 
that the varieties have a high genetic diversity among themselves, but the farmers in the 
community have low ethnobotanical diversity when compared to other communities. 
KEYWORDS: Microsatellites; on-farm conservation; traditional knowledge. 


11 INTRODUÇÃO 


Os agricultores tradicionais são apontados por muitos autores como os principais 
mantenedores da agrobiodiversidade, inclusive de mandioca (AMOROZO, 2013). Em 
geral, os agricultores tradicionaistem laços de parentescoe um alto grau de conhecimento, 
transmitido de geração para geração, do ambiente onde vivem. As plantas manejadas na 
agricultura tradicional são essenciais à continuidade das comunidades, pois fornecem a 
base alimentar do grupo (AMOROZO, et al., 2002). 
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Considerada como espécie-chave, a mandioca desenvolve importante função na 
segurança alimentar e autonomia de populações que praticam agricultura de subsistência e 
com pouca capacidade de aquisição de insumos externos, devido a uma série de vantagens 
em relação a outros cultivos, como tolerância a estiagem, fácil propagação, rendimento 
satisfatório mesmo em solos pouco férteis e alta diversidade intraespecífica (CAGNON et 
al., 2002; PERONI e HANAZAKI, 2002). 

Muitos estudos destacam a elevada diversidade de variedades locais de mandioca 
cultivada por agricultores tradicionais em diferentes locais do Brasil (AMOROZO, 2010; 
EMPERAIRE e PERONI 2007; MARCHETTI et al., 2013) sendo também comprovada a 
alta diversidade genética manejada nas comunidades tradicionais (ALVES-PEREIRA et al., 
2012; SALICK et al., 1997; SIQUEIRA et al., 2010). 

A região denominada Baixada Cuiabana fica ao norte do Pantanal Mato-Grossense, 
sendo uma das poucas regiões em Mato Grosso que ainda preserva as antigas características 
de comunidades de agricultores de subsistência, e ocupa secularmente área de sesmarias 
e apresenta comunidades tradicionais de pequenos agricultores que mantêm expressiva 
diversidade de mandioca e outros cultivos (AMOROZO, 2010). 

Assim, para este trabalho foram aplicadas ferramentas etnobotânicas e técnicas 
moleculares para entender as relações dos agricultores com o acervo de mandioca por eles 
manejada e conservada. Considerando o panorama apresentado, o presente estudo teve 
por objetivo caracterizar a diversidade genética da mandioca mediante o conhecimento 
etnobotânico/tradicional do acervo e marcadores microssatélites para compreender a 
dinâmica de conservação e manejo do acervo usado pelos agricultores da Comunidade 
São Benedito, Poconé, Mato Grosso. 


21 MATERIAL E MÉTODOS 


2.1 Área de estudo 


O estudo foi realizado do município de Poconé, Mato Grosso, Brasil, localizado a 
100 quilômetros da capital do Estado, Cuiabá, pertencente ao território da cidadania da 
Baixada Cuiabana. 

A comunidade São Benedito (S16 00 54.6 W56 59 11.2) foi estabelecida na atual 
área na década de 50, e reconhecida como remanescentes de quilombo em 2010. 
Atualmente encontra-se na terceira geração que mantém a atividade agrícola. Nela vivem 
81 moradores distribuídos em 23 unidades familiares. A renda familiar é basicamente da 
agricultura de subsistência e produção de farinha de mandioca (DUARTE et al., 2016). 


2.1.1 Coleta de dados 


A pesquisa foi realizada entre setembro a dezembro de 2015. Foram aplicadas 
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entrevistas semiestruturadas etnobotânicas (VIERTLER, 2002) aos 10 agricultores (AGRA; 
AGRB; AGRC; AGRD; AGRE; AGRF; AGRG; AGRH; AGRI; AGRJ) que cultivam mandioca. 
Vale ressaltar que se entende como variedade local o conjunto de clones agrupados pelos 
agricultores como uma única variedade devido as semelhanças fenotípicas que apresentam 
(ELIAS et al., 2004). 

O presente trabalho foi autorizado pelo Conselho de Gestão do Patrimônio Genético 
(CGEN-MMA. Processo nº 02000.003025/2013-13 — MMA deliberada em 28 de abril de 
2015 e publicada no D.O.U de 13 de julho de 2015), e está cadastrada no Sisgen com a 
numeração ASDF14E. 


2.1.2 Caracterização molecular 


As roças foram visitadas e coletadas as folhas recém expandidas. Para tal, duas 
folhas de cada variedade local (11) foram obtidas e transportadas em microtubos de 
polipropileno de 1.5 mL, contendo 1 mL de solução saturada de NaCI-CTAB (6 M NaCl, 40 
mM CTAB) para o Laboratório de Fitoquímica da Embrapa Agrossilvipastoril, Sinop, Mato 
Grosso, e mantido durante sete dias a temperatura de -4ºC. A diversidade genética foi 
determinada com os marcadores moleculares do tipo microssatélites (SSR). 

O DNA das 11 amostras foi extraído de acordo com a metodologia proposta por Doyle 
e Doyle (1990), com as alterações descritas por Siqueira et al. (2009). Através de eletroforese 
em gel de agarose 0.8% foram obtidas as concentrações de DNA das soluções estoque de 
cada indivíduo. As bandas foram visualizadas utilizando o corante SYBR Green e para a 
quantificação das amostras de DNA foram utilizadas soluções padrões de DNA (20, 40, 80 
ng) (CARRASCO et al., 2016). Para quantificação utilizou-se leituras em espectrofotômetro 
Thermo Scientific Nanodrop 2000, e a qualidade do material genético foi verificada em gel 
de agarose 0.8%. Foram utilizados doze locos de marcadores microssatélites escolhidos 
com base em Chavarriaga-Aguirre et al. (1998) e Mba et al. (2001). 

As amplificações foram realizadas seguindo o protocolo de Schuelke, (2000) com 
a adição de uma cauda de M13 na extremidade 5” no forward primer, e a fluorescência 
escolhida foi acoplada a esse primer (HEX ou FAM). As reações continham 10-50ng de 
DNA genômico, 0,6 ou 0,7 mM MgClI,, 1x tampão, 0,2 mM de cada dNTP 0,25 uL primer 
forward e 0,5 uL para o primer reverse; 0,25pmol cauda universal M13 (0,25 pmol) e 1,25 
U Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, California). O programa de amplificação 
consistiu em desnaturação a 94ºC por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de 30 s a 94º C, 45 
sa45ºC,45sa72ºCegBciclosde30sa94º C,45sabB3ºC,45sa72ºC. 

As reações foram enviadas para São Paulo e genotipadas em sequenciador 
automático modelo ABI3730 no Setor de Sequenciamento de DNA, do Centro de Pesquisas 
sobre o Genoma Humano e Células-Tronco do Instituto de Biociências da Universidade 
de São Paulo (USP). A leitura no sequenciador automático gerou arquivos contendo os 
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picos de eletroferogramas, que foram analisados com auxílio do programa computacional 
GeneMarkerO v. 1.95 (Softgenetics). 


2.1.3 Análise de dados 


As análises do conhecimento etnobotânico foram realizadas através de estatística 
descritiva e técnicas qualitativas (HUBERMAN e MILES 1994; GODOY, 1995), calculando a 
riqueza (S= número de variedades locais cultivadas) e o índice de diversidade de Shannon- 
Wiener (H? (PIELOU, 1975; ZAR, 2010), adaptado para etnobotânica (BEGOSSI, 1996). 
Para tais análises foi utilizado o programa PAST version 2.17c (2013) (HAMMER et al., 
2001). 

A representação gráfica das redes de circulação foi construída com o auxílio do 
programa Pajek (Program for Large Network Analysis) (BATAGELJ e MRVAR, 2006) 
utilizando o Layout Kamada-Kawai. 

A organização da diversidade genética foi avaliada por meio da análise de 
coordenadas principais (PCoA) em nível de indivíduo por meio do programa GenAlEx 6.5 
(PEAKALL e SMOUSE, 2006). Para o agrupamento pelo método UPGMA utilizou-se do 
programa Power Marker (LIU e MUSE 2005). 


31 RESULTADOS E DISCUSSÃO 


A riqueza manejada pela comunidade São Benedito (S = 11 variedades locais) 
está abaixo da encontrada por outros estudos em comunidades tradicionais do Brasil 
(CHERNELA, 1986 S= 137; EMPERAIRE, 2002 S= 69; PERONI e HANAZAKI, 2002 S= 
62; AMOROZO, 2010 S=60). Observa-se que a diversidade (H') encontrada foi de 2.05, 
abaixo também do encontrado por Marchetti et al. 2013 (H'=1.52) em seus estudos com 
comunidades tradicionais da Baixada Cuiabana. Apesar da baixa diversidade etnobotânica 
(H=2,05), foi encontradaalta heterozigosidade observada (Ho = 0,92) e diversidade gênica 
(He = 0,75). Essa menor diversidade manejada pelos agricultores pode estar diretamente 
relacionada com a necessidade de cultivo de variedades locais mais rentáveis para a 
produção de farinha, principal fonte de renda dos agricultores. 

Observou-se na Comunidade São Benedito um número médio de de 2,3+1,2 
(desvio padrão) variedades por agricultor. Um número reduzido, o que pode ser resultado 
do grande interesse e procura apenas por conservar variedades mais rentáveis para a 
produção de farinha. A denominada Brava é tida como a mais plantada nas roças. Das 
11 variedades identificadas no total, duas variedades possuem aptidão apenas para 
mandioca de mesa, e nove com dupla função, ou seja, consumo de mesa e produção 
de farinha, o que indica que os agricultores preferem conservar variedades que atendam 
as características consideradas necessárias para a produção da farinha. A diminuição da 
diversidade normalmente é impulsionada por fatores que simplificam o sistema (neste caso, 
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especialização em variedades para produção de farinha), resultando na gestão de apenas 
algumas variedades por cultura, geralmente uma (PERONI e HANAZAKI, 2002). 

Para compreender a dinâmica de circulação das variedades cultivadas pelos 
agricultores da comunidade São Benedito, e elucidar as questões mencionadas até o 
momento, construiu-se a rede de troca de material propagativo que conecta os moradores 
da comunidade (Figura 1). 


A Oss 


/ Woojasa 


/ 
/ 


Figura 1. Representação gráfica da rede de circulação de ramas da comunidade estudada. Safra 
2015/2016. Layout: Kamada-Kawai. Círculos verdes — AGRA, AGRB, AGRC, AGRD, AGRE, AGRF, 
AGRG, AGRH, AGRI, AGRJ — Agricultores. Círculo rosa — Cidade de Poconé. Quadrados — Coml e 

Com 2 - Comunidades vizinhas. Triângulos — Ass1 e Ass2 — Assentamentos rurais próximos. Losangos 
— OM1 e OM2 — outros moradores da comunidade não pertencentes ao estudo. A ponta da seta indica 
o local que recebeu as etnovariedades. O tamanho dos círculos verdes representa o número de 
etnovariedades que o agricultor cultiva (amplitude 1-5). 


Através da análise de rede pode-se observar que a rede de circulação de propágulos 
e informações ocorre entre os moradores e também com outras comunidades da região, 
importantes fontes de novas variedades. Dois agricultores (AGRG e AGRH) se destacaram 
na rede de trocas devido ao maior número de interações (cinco e quatro), respectivamente. 
Ambos trocam ramas com membros da própria comunidade, e com agricultores das 
comunidades, podendo ser considerados como elementos-chave na dinâmica da 
circulação de propágulos. Identificar agentes agricultores mais ativos na rede de circulação 
de propágulos dentro das comunidades são importantes para programas de melhoramento 
participativo ou políticas públicas de conservação on farm da agrobiodiversidade 
(MONTESANO et al., 2012). 

Na comunidade São Benedito não foram detectadas interações com outros 
municípios da região, o que pode ser justificado pelo isolamento da comunidade estudada. 


No entanto, a conexão com as comunidades vizinhas pode representar um elo entre a 
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comunidade e outras regiões. O agricultor AGRD destaca-se por ser o que maneja maior 
riqueza (cinco variedades locais), no entanto, não teve grande participação ativa na rede. 
Tal situação pode ter ocorrido principalmente pela limitação do método utilizado que 
depende da memória dos agricultores sobre as trocas. 

Quanto ao agrupamento das variedades através das análises moleculares pelo 
método UPGMA, demonstrado na Figura 2, nota-se que as mandiocas foram separadas 
em dois grupos e a variedade Baixinha ficou isolada e mais distante das demais. Segundo 
o agricultor (AGRD), que a detém, a mesma é proveniente de um Assentamento Rural da 
região e foi introduzida há apenas cinco anos. O primeiro grupo foi formado pelas variedades 
Liberata, Brava, Cacau e Talinho Vermelho é marcado por estarem sendo cultivadas há 
mais de dez anos e por unir as variedades mais frequentes. No segundo grupo estão as 
variedades Liberatona, Broto Roxo, Mansa, Ramo Branco, Carneiro, Cuiabana, introduzidas 


mais recentemente e menos frequentes entre os agricultores. 


Baixinha 
Cacau 


Talinho Vermelho 


Liberata 
Brava 
Cuiabana 
Mansa 

Broto Roxo 
Ramo Branco 


Liberatona 


Carneiro 


0.050 


Figura 2. Agrupamento utilizando o método UPGMA para as 11 variedades locais encontradas. 


Corroborando à análise do UPGMA, a de componentes principais (PCoA) obteve uma 
divisão semelhante. Observa-se que a análise indicou que as amostras estão separadas 
em dois grupos principais e com algumas variedades dispersas, principalmente em função 
da PCoA2. Com a primeira coordenada foi possível explicar 23,54% da variação genética, 
e juntamente o com a segunda coordenada explicam 40,68% da variação total (Figura 3). 
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Principal Coordinates (PCoA) 


4 Broto Roxo 
& Ramo Branco Carneiro 


4  Talinho Vermelho 


PCOA2 (17,15%) 


& Brava O Liberata 


PCOA 1 (23,54%) 


Figura 3. Análise de coordenadas principais (PCoA) realizada com base na variação dos marcadores 
microssatélites para as variedades cultivadas. 


41 CONCLUSÃO 


A baixa riqueza encontrada nas roças (número de variedades cultivadas por 
agricultor) e na comunidade (total de variedades locais encontradas) pode ser indicativo 
da necessidade de ações que evidenciem a importância da conservação das variedades 
locais, mantendo amostras nos próprios quintaisem áreas menores, para que cada unidade 
familiar funcione como uma pequena reserva de germoplasma. 

As variedades possuem uma alta diversidade genética entre si, mas os agricultores 
da comunidade apresentam baixa diversidade etnobotânica. . Nesse caso é interessante 
que os agricultores manejem diferentes variedades locais para que possam garantir a 
continuidade do processo de manutenção e amplificação da diversidade. 
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RESUMO: O cultivo celular em laboratório é 
um marco importante para a ciência porque 
nos permite estudar o funcionamento das 
células do nosso corpo, mimetizando em 
ambiente pré-clínico parâmetros associados 
à doenças, e servindo de modelo inicial 
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para triagem de novos compostos com 
potencial terapêutico, em alternativa ao uso 
de animais. Porém, quando cultivadas em 
monocamadas (em modelos bidimensionais 
-2D), são incapazes de reproduzir totalmente 
diversas propriedades e características 
fisiológicas da citoarquitetura teciduais, 
em especial de tumores sólidos. Por isso, 
tem-se utilizado métodos de cultivo que 
representam de forma mais fidedigna as 
células em ambiente fisiológico, como o 
cultivo celular tridimensional (3D). Esses 
cultivos são especialmente úteis para 
estudar como tumores sólidos respondem a 
novas drogas anticâncer. Existem diferentes 
protocolos de cultivo 3D que podem ser 
utilizados que são úteis para reproduzir 
a heterogeneidade celular de tumores 
sólidos e como as células cancerígenas se 
movimentam e invadem outros tecidos, o 
que é importante para novos tratamentos 
aplicados na clínica. Buscamos aqui revisar 
os principais métodos relacionados com 
o cultivo de tumores em 3D, salientando 
seus pontos positivos e suas limitações 
como plataformas pré-clínicas de pesquisa 
oncológica e na triagem de novas drogas 
anticâncer. 

PALAVRAS-CHAVE: Esferoides tumorais, 
modelos de cultivo celular, cultivo 
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tridimensional. 


THE USE OF 3D CELL MODELS OF TUMOR SPHEROIDS AS A PRECLINICAL 
ALTERNATIVE PLATFORM BETWEEN CULTURE OF MONOLAYERS CELLS 
AND THE USE OF ANIMAL MODELS IN THE RESEARCH AND SCREENING OF 
NEW ANTI-CANCER THERAPIES 


ABSTRACT: Cell culture in the laboratory is an important milestone for science because 
it allows us to study the functioning of our body's cells, mimicking disease-associated 
parameters in a preclinical environment, and serving as an initial model for screening new 
compounds with therapeutic potential, in alternative to the use of animals. However, when 
cultivated in monolayers (in two-dimensional models - 2D), they are unable to fully reproduce 
several properties and physiological characteristics of tissue cytoarchitecture, especially 
of solid tumors. For this reason, cultivating methods have been used that more accurately 
represent cells in a physiological environment, such as three-dimensional (3D) cell cultures. 
These cultures are especially useful for studying how solid tumors respond to new anticancer 
drugs. There are different 3D culture protocols that can be used that are useful to reproduce 
the cellular heterogeneity of solid tumors and how cancer cells move and invade other tissues, 
which is important for new treatments applied in the clinic. We seek here to review the main 
methods related to the cultivation of tumors in 3D, emphasizing their strengths and limitations 
as preclinical platforms for oncological research and in the screening of new anticancer drugs. 
KEYWORDS: Tumor spheroids, cell culture models, three-dimensional culture. 


11 INTRODUÇÃO 


O cultivo celular tem grande importância para o meio científico, pois permite a 
utilização de células humanas no estudo de processos moleculares, minimizando o uso 
de animais em pesquisas e em sintomia com a filosofia do 3R (do inglês, Replacement, 
Reduction, and Refinement). Apesar o cultivo celular em monocamada (2D) ser o modelo 
in vitro mais comumente usado devido ao seu fácil manuseio, sua reprodutibilidade, e 
baixo custo, ele é incapaz de reproduzir totalmente as propriedades dos tumores sólidos. 
Dado isso, há um grande interesse no desenvolvimento de opções de cultivos celulares 
que reproduzam de forma mais fidedigna as características encontradas em tumores in 
vivo, por exemplo, para o estudo do comportamento de células tumorais diante de drogas 
anticâncer (Prestwich, 2008). No início dos anos de 1900, Harrison desenvolveu uma 
maneira de manter células vivas de anfíbios em seu laboratório. Anos mais tarde, Alexis 
Carrel baseou-se no trabalho de Harrison para criar um líquido especial que mantinha as 
células do coração de galinha vivas por mais tempo. Ele percebeu que as células que 
ficavam mais em contato com esse líquido eram as que sobreviviam melhor e, por isso, 
começou a cultivá-las em uma superfície de fios de seda para que elas pudessem interagir 
melhor com o líquido. Isso foi uma das primeiras vezes que as células foram cultivadas 
em três dimensões (3D). Na década de 40, Johannes Holtfreter desenvolveu uma nova 
maneira de cultivar células em 3D. Ele usou ágar (um hidrocolóide fortemente gelatinoso 
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extraído de diversos gêneros e espécies de algas marinhas que consiste em uma mistura 
heterogênea de dois polissacarídeos, agarose e agaropectina) como base para impedir 
que as células se aderissem nas placas de cultivo, e desenvolveu um aparelho que fazia a 
cultura rotacionar. A partir dos anos 50, esse jeito de cultivar células começou a ficar mais 
popular entre os cientistas e melhorias foram sendo feitas (Amaral et al, 2011; Ferreira et 
al., 2018). 

Embora o modo de tradicional de cultivo celular em monocamada seja valioso 

na compreensão de muitos processos biológicos, ele não consegue reproduzir de forma 
adequada a organização e proliferação celular em tumores. Ainda assim, é a forma mais 
utilizada de avaliar medicamentos anticâncer em laboratório (Costa et al. 2016). No cultivo 
em monocamada, as células apresentam uma morfologia bidimensional, estabelecendo 
predominantemente interações entre a célula e o substrato da garrafa ou placa de cultivo. 
Isso difere significativamente da organização tridimensional presente em tecidos e 
órgãos humanos, resultando em uma falta de mimetismo com o sistema fisiológico. 
Dessa forma, características da biologia celular, como a produção de proteínas de matriz 
extracelular e de ancoragem, a expressão de genes importantes, a heterogeneidade 
tecidual, e a atividade metabólica, são pouco representativas do que ocorre in vivo 
(Talukdar et al., 2011). Assim, a cultura tridimensional de multicamandas (3D; ou também 
chamada de esferoides) vêm ganhando espaço como importante ferramenta de pesquisa 
em pesquisa básica e aplicada (Wenzel et al., 2014), e será o foco dessa revisão. 


21 CULTIVO CELULAR TRIDIMENSIONAL 


O método conhecido como cultivo de células tridimensional (3D) tem demostrado 
melhorias nos estudos voltados para a morfologia, monitoramento do número de células, 
proliferação, resposta a estímulos, diferenciação, metabolismo de fármacos e síntese de 
proteínas (Antoni et al., 2015). A capacidade das culturas em 3D de mimetizar a maneira 
que as células se comportam num ambiente fisiológico, faz com que esse modelo ganhe 
mais notoriedade nos mais diversos estudos, como pesquisas oncológicas, de células- 
tronco, triagem e desenvolvimento de novos medicamentos, entre outros (Ravi et al., 2015). 
A Tabela 1 compara os diferentes aspectos do cultivo de células em 2D e 3D, e explora 
as vantagens e desvantagens de ambos os métodos. Além disso, o cultivo em 3D agrupo 
diversos métodos de cultura de células, dependendo do tipo de experimento que está 
sendo realizado. 
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Características 


Cultivo 2D 


Cultivo 3D 


Referências 


Morfologia das 
células 


Aforma das células é 
pavimentosa e crescem em 
monocamada na placa. 


A forma natural da célula é 
preservada, e as células crescem 
em agregados / esferoides 3D, e 
contêm várias camadas. 


Costa et al., 
2016; Langhans, 
2018 


Exposição aos 
componentes 
do meio 


Todas as células da 
cultura recebem a mesma 
quantidade de nutrientes 
e fatores de crescimento. 
Isso faz com que mais 
células sincronizem a fase 
do ciclo celular. 


Os nutrientes não são divididos 
igualmente entre todas as 
células. As células do interior 
permanecem quiescentes, pois 
recebem menor pressão de 
oxigênio e nutrientes. 


Dhaliwal, 2012; 
Costa et al., 
2016; Langhans, 
2018 


Junção celular 


As junções celulares 
são menos comuns e 
representam com menor 
precisão as interações 
célula/célula fisiológicas. 


As junções celulares são comuns 
e permitem comunicação entre as 
células. As células se comunicam 
por meio de troca de íons, 
moléculas pequenas e correntes 
elétricas. 


Pontes-Soares et 
al., 2012; Ravi et 
al., 2015; Lang et 
al., 2019 


Diferenciação 
celular 


A diferenciação celular é 
pobre. 


As células são bem 
diferenciadas. 


Imamura et al., 
2015; Langhans, 
2018 


Sensibilidade a 
tratamentos 


As células costumam 

ter pouca resistência a 
medicamentos, fazendo 
parecer que drogas 
administradas às células 
foram um sucesso de 
tratamento. As drogas não 
são bem metabolizadas. 


As células geralmente têm mais 
resistência a drogas tratamento, 
representando mais precisamente 
o efeito das drogas. 


Haisler et al., 
2015; Langhans, 
2018 


Proliferação 


As células proliferam em 


As taxas de proliferação podem 


Ravi et al., 2015; 


celular um ritmo anormalmente ser altas ou baixas, dependendo | Langhans, 2018 
rápido. da técnica e dos tipos de células 
sendo estudado. 
Níveis de Os níveis de expressão Os níveis de expressão de genes Raviet 
expressão de genes e proteínas são e proteínas se assemelham al.,2015; Costa 
frequentemente muito níveis encontrados a partir de et al.,2016; 
diferentes em comparação células in vivo. Langhans, 2018 
com modelos in vivo. 
Custo Para estudos em larga Tem um custo mais elevado e Costa et al., 
escala, é muito mais barato requerem mais tempo. Reduz 2016 
do que usar a cultura 3D. as diferenças entre a triagem 
de drogas in vitro e in vivo, 
diminuindo a necessidade de uso 
de modelos animais. 
Apoptose Drogas podem facilmente Maior resistência a apoptose Ravi et 
induzir apoptose nas induzida por drogas. al.,2015; Costa 
células. et al.,2016; 


Langhans, 2018 


Responder ao 
estímulo 


Representação imprecisa 
da resposta a 
estímulos mecânicos. 


Representação precisa da 
resposta a estímulos mecânicos. 


Ravi et al.,2015; 
Costa et al.,2016 


Uso e análise 


Altamente replicável e 
facilmente interpretável. 
Melhor para culturas de 
longo prazo. 


Pode ser difícil replicar 
experimentos. Pode ser difícil 
interpretar os dados. 


Kapalczynska et 
al., 2018 


Tabela 1: Diferenças críticas entre os modelos de cultivo em monocamada (2D) e de esferoides (3D) 
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Diversas técnicas são empregadas para reproduzir modelos celulares tridimensionais 
em laboratório. Essas técnicas são classificadas em duas categorias: se há ou não um 
suporte mecânico para as células se desenvolverem e crescerem. Nas técnicas que não 
utilizam suportes, os esferoides são criados sem o uso de plataformas artificiais para 
promover o crescimento das células. Em vez disso, as células crescem e se organizam 
naturalmente em uma estrutura tridimensional (Knight et al, 2015). Existem cinco principais 
técnicas para criar modelos sem suporte: cultivo em agitação (Franchi et al. 2021; Khot 
et al, 2018; Cartaxo et al, 2020), gota suspensa (do inglês, hanging drop) (Djomehri et 
al., 2018; Amaral et al, 2017), sobreposição líquida (Costa et al, 2018; Muniandy et al, 
2021), levitação magnética (Haisler et al., 2013; Hoarau-Véchot et al., 2018) e técnicas 
microfluídicas (Figura 1). 


, 
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= e Bs 
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líquida Esferoides Microfluídos 


Figura 1. Técnicas para geração de modelo de câncer 3D in vitro sem uso de suportes. 


Já nas técnicas que se baseiam em modelos com suporte, os esferoides são 
criados em estruturas artificiais feitas de polímeros ou outros materiais que reproduzem 
as condições da matriz extracelular (ECM). Estas técnicas tendem a ter um custo mais 
elevado dependendo do material escolhido, oferecendo suporte para o crescimento celular 
e permitindo que as células cresçam em condições semelhantes às dos tumores in vivo. 
Existem vários tipos de suportes, incluindo hidrogéis, por exemplo Matrigel (Flores-Torres 
et al., 2021; Hongisto et al., 2013), suportes descelularizados (Koh et al., 2018), fibrosos 
(Girard et al., 2013; Rabie et al., 2022), microesferas (Dhamecha et al., 2020; Pradhan et 
al., 2017) e suportes bioimpressos em 3D (Wu et al., 2016) (Figura 2) A escolha do tipo 
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de suporte vai depender da expertise do grupo de pesquisa em determinada técnica de 
produção desejadas. 


TT 
fes A 5 Bioimpressos ã “dó 


Hidrogel 


Descelularizado | Fibroso 
Esferoides 


Figura 2. Técnicas para geração de modelo de câncer 3D in vitro com uso de suportes. 


31 CÂNCER E CULTIVO TRIDIMENSIONAL 


O cultivo celular em 3D é amplamente utilizado para estudar diferentes tipos de 
câncer in vitro, por exemplo, mama (Costa et al., 2014), cervical (Costa et al., 2014), cólon 
(Ludwig et al., 2013), pulmão (Amann et al., 2014), pâncreas (Dufau et al., 2012; Shankar 
et al., 2011) e próstata (Takagi et al., 2007; Wartenberg et al. 2005a, 2005b), e suas 


vantagens em relação ao cultivo celular em monocamadas (2D) serão exploradas a seguir. 
3.1 Heterogeneidade celular e sinalização célula-célula 


O conceito atual da heterogeneidade do tumor é baseado nos princípios básicos 
evolutivos propostos por Darwin, sendo a essência do crescimento e desenvolvimento 
neoplásico. Esse princípio afirma que uma única célula somática possui característica 
hereditária para a proliferação com mutação, que confere uma vantagem adaptativa de 
sobrevivência sobre aquelas células sem essa característica (Kleppe & Levine, 2014; 
Almendro et al, 2013). 

Esferoides tumorais podem ser compostos apenas por células do câncer (chamados 
de esferoides homotípicos) ou por células do câncer cultivadas junto com outros tipos 
de células (chamados de esferoides heterotípicos) para criar um microambiente tumoral 
mais parecido ao do corpo humano, essa combinação de diferentes células auxilia no 
entendimento de como o câncer interage com o seu ambiente e como pode afetar outros 
tecidos. É comum cultivar esferoides tumorais com fibroblastos (Costa et al., 2014), células 
endoteliais (Sampaio et al., 2012) ou células imunes (Rodríguez et al., 2012). 
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Os esferoides heterotípicos têm diferentes proporções de células de câncer para 
células estromais (células de tecido conjuntivo, como os fibroblastos, células do sistema 
imunológico, os pericitos, as células endoteliais e as células inflamatórias) para melhor 
mimetizar a heterogeneidade celular e o microambiente encontrados em tumores sólidos 
(Costa et al., 2014). Nos esferoides, as células crescem em contato mútuo, dessa maneira 
reproduzindo a citoarquitetura, as comunicações celulares e as vias de sinalização 
observadas em tumores sólidos (Hanahan e Coussens, 2012). Essa comunicação é vital 
para o estabelecimento de um ambiente resistente a tratamentos quiomioterápicos, como 
observado in vivo (McMillin et al., 2013) 


3.2 Estrutura interna dos esferoides 


Em comparação aos tumores sólidos, os esferoides multicelulares apresentam 
semelhança com a heterogeneidade celular, morfologia e características funcionais, 
mimetizando microrregiões de tumores avasculares, regiões de tumores entre capilares, 
e micrometástases (Mclntyre et al., 2012; Valley et al., 2014). As células dos esferoides 
são expostas a um fornecimento de oxigênio e nutrientes de forma heterogênea, onde as 
células na periferia são compostas por células com altas taxas de proliferação, e remonta a 
situação de células tumorais próximas a vasos sanguíneos, que estão em plena atividade 
(Trédan et al., 2007). Já as células localizadas mais no interior são quiescentes e acabam 
morrendo por apoptose ou necrose devido à ausência de oxigênio (hipóxia) e nutrientes 
(Minchinton e Tannock, 2006; Trédan et al., 2007; Menta et al., 2012) (Figura 3). 


250 


Crescimento do 
esferoide (um) 


0 4 8 12 16 20 
Dias in vitro (DIV) 
Células A549 em monocamada (2D) Células A549 em cultivo 3D 


Figura 3. Células de adenocarcinoma humano A549 em cultivo de monocamada (2D) e em esferoide 
(SD). Esquerda: Micrografia da linhagem em crescimento exponencial demonstrando sua morfologia 
pavimentosa, aderida ao fundo da placa. Direita: Curva de crescimento dos esferoides cultivados por 
diferentes dias in vitro (DIV). Acima: cortes histológicos de esferoides de 4, 12 e 20 dias de cultivo, 
corados com hematoxilina/eosina, demonstrando o crescimento em volume, diferentes densidades 
celulares, e a formação de um interior quiescente/necrótico aos 20 DIV. 
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Além disso, em ambientes hipóxicos (com baixa disponibilidade e/ou concentração de 
oxigênio), as células convertem o piruvato glicolítico em lactato para obter energia, através 
de um processo de reprogramação metabólica conhecido como efeito Warburg. O acúmulo 
de lactato nos esferoides é um dos responsáveis pela acidificação do seu microambiente 
(levando a uma queda do pH de 6,5 - 7,2), o que também ocorre em tumores sólidos in vivo 
(Koppenol et al., 2011; Trédan et al., 2007). Os quimioterápicos citotóxicos que promovem a 
morte celular através da formação de espécies reativas de oxigênio, como a doxorrubicina 
(Kovacic e Osuna, 2000; Wartenberg et al., 2005a, 2005b) e cisplatina (Deavall et al., 
2012), têm menor eficácia terapêutica nas regiões mais internas dos esferoides, devido a 
formação de hipóxia e a baixa taxa proliferativa (Trédan et al., 2007). Assim, drogas que 
possuem ação eficaz em células que se dividem rapidamente, por exemplo, o paclitaxel 
(Mitchison, 2012) têm pouco efeito terapêutico nas regiões interiores dos esferoides, pois 
são constituídos por células quiescentes/senescentes e necróticas (Minchinton e Tannock, 
2006; Trédan et al., 2007). 

O desenvolvimento de diferentes técnicas para uso do modelo celular tridimensional 
permitiu o estudo de características dos esferoides tumorais, como a morfologia (Desmaison 
et al., 2013; Kang et al., 2015), o tamanho (Evensen et al., 2013), a organização celular em 
camadas (Amann et al., 2014), as proteínas e expressão gênica (Chen et al., 2014; Hârmã 
et al., 2014), padrões do ciclo celular (Khaitan et al., 2006; Laurent et al., 2013; Lorenzo 
et al., 2011) e o potencial invasivo e metastático das células cancerígenas. Além disso, 
essas técnicas são extremamente importantes para o entendimento dos tumores e para 
caracterizar o efeito de novas terapêuticas anticancerígena em esferoides multicelulares 
(Carver et al., 2014; Goodman et al., 2008; Desmaison et al., 2009; Ma et al., 2012), 
apoiando assim a translação pré-clínica para clínica, que permanece ainda baseada 
principalmente em experimentação animal. 


41 CONCLUSÃO 


É de extrema importância a busca por modelos alternativos ao uso de animais 
em laboratório que possam produzir resultados confiáveis e previsíveis, semelhantes 
aos obtidos em ensaios clínicos. A implementação de cultivos celulares em 3D pode 
ser um indicativo da academia à preocupação crescente das sociedades científicas em 
relação ao uso indiscriminado de animais de laboratório como modelos experimentais, em 
sintonia a política dos 3Rs (Substituição, Redução e Refinamenio). Dentre as diversas 
formas de obtenção de esferoides, o modelo adequado deve ser escolhido levando-se em 
consideração o objetivo do estudo, as condições experimentais do grupo de pesquisa e 
suas expertises. 

Apesar da técnica de cultivo tridimensional ser uma excelente alternativa, existem 


desafios para sua validação como substitutos aos ensaios clássicos com uso de animais 
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de laboratório. A confiabilidade dos resultados é primordial e depende da reprodutibilidade 
adequada de protocolos, da padronização de métodos de cultivo, das boas práticas em 
métodos in vitro, da automação dos métodos de análise e da avaliação de vias de efeitos 
adversos. Embora represente diversos desafios, o cultivo 3D de células representa um 
avanço em direção a modelos mais próximos da fisiologia dos tecidos sendo assim, são 


candidatos promissores como alternativas ao uso de animais em na pesquisa científica. 
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RESUMEN: En los últimos afios se ha incrementado el número de investigaciones para 
evaluar los efectos de los campos electromagnéticos (CEM) y los campos magnéticos 
estáticos (CME) en sistemas biológicos. Las técnicas usadas en estos estudios incluyen, 
entre otras; parámetros hematológicos y parâmetros bioquímicos enzimáticos. El objetivo 
del presente estudio, fue evaluar el efecto de una exposición a CEM de tipo pulsante y 
CME generados por una máquina de uso terapéutico en seres humanos, en los niveles de 
enzimas de importancia fisiológica, usando un modelo murino. Se seleccionaron para este 
propósito ratas Sprague-Dawley de ambos sexos que fueron expuestas en dos modalidades 
de exposición: Exposición aguda y subaguda. La exposición aguda constó de 3 días con 
dos sesiones diarias de 50 minutos con intervalo de una hora entre ellas. Por su parte, la 
exposición subaguda, consistió en un tiempo de 2 semanas, dos sesiones por día de 50 
minutos cada una con intervalo de una hora entre las sesiones, con excepción de un día 
de descanso. Al término de los tratamientos, se tomaron muestras de sangre arterial para 
la determinación de enzimas sanguíneas: Fosfatasa alcalina (FA), Transaminasa Glutámico 
Oxaloacética (TGO) y Transaminasa Glutámico Pirúvica (TGP). 

Los resultados mostraron que, al comparar los niveles de las enzimas FA y TGP de animales 
expuestos al tratamiento magnético producido por la máquina con el grupo control no 
expuesto, no se encontraron diferencias (p> 0.05). Por su parte, los niveles enzimáticos de 
TGO mostraron un ligero, pero significativo incremento, solo en machos expuestos a los 
campos magnéticos generados por la máquina en una fase aguda de tratamiento (p< 0.05). 
En lo concerniente a la fase de exposición subaguda, por el contrario, fue en las hembras 
expuestas a los campos magnéticos, las que presentaron niveles de TGO elevados con 
respecto al grupo control no expuesto (p< 0.05). En conclusión, se puede asumir que una 
exposición aguda y subaguda a CEM pulsantes de 120 Hz y CME producidos por una 
máquina de uso terapéutico, no generaron efectos significativos en los niveles enzimáticos 
de FA y TGP de ratas de ambos sexos, y aunque se observó un incremento en los niveles 
de TGO, éstos no fueron lo suficientemente elevados para suponer un proceso patológico 
generado por la exposición a los campos magnéticos probados en el presente estudio. 
PALABRAS CLAVE: Campos magnéticos pulsantes, enzimas, Rattus norvegicus, sangre. 


EFFECT OF 120 HERTZ PULSED-ELECTROMAGNETIC FIELDS AND STATIC 
MAGNETIC FIELDS ON ENZYMATIC BLOOD PARAMETERS OF RATS (Rattus 
norvegicus) SPRAGUE DAWLEY LINE. 


ABSTRACT: In recent years, the number of investigations to evaluate the effects of 
electromagnetic fields (EMF) and static magnetic fields (SMF) on biological systems has 
increased. The techniques used in these studies include, among others; hematological and 
enzymatic biochemical parameters. The aim of the current study was to evaluate the effect of 
an exposure to pulsed EMF and SMF generated by a therapeutical machine used in humans, 
on the levels of enzymes of physiological importance using a murine model. Sprague-Dawley 
rats of both sexes were selected and exposed to magnetic fields in two exposure regimens: 
Acute and subacute exposure. The acute exposure consisted of 3 days with two daily sessions 
of 50 minutes with an interval of one hour between them. On the other hand, the subacute 
exposure consisted of an exposure time of 2 weeks, two sessions per day of 50 minutes each 
with an interval of one hour between sessions, with the exception of one day off. At the end 
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of the treatments, arterial blood samples were taken for evaluating blood enzymes: Alkaline 
phosphatase (ALP), Glutamic Oxaloacetic Transaminase (GOT) and Glutamic Pyruvic 
Transaminase (GPT). The observed results showed that, when comparing the levels of ALP 
and GPT enzymes from animals exposed to magnetic treatment produced by machine with 
control group not exposed, no differences were found (p> 0.05). On the other hand, enzymatic 
levels of GOT showed a slight but significant increase in males exposed to magnetic fields 
generated by the machine in the acute treatment regimen (p< 0.05). Regarding subacute 
exposure regimen, the female animals exposed to magnetic fields were who presented 
elevated GOT levels compared to control group not exposed (p< 0.05). In conclusion, it can be 
assumed that an acute and subacute exposure to pulsed EMF of 120 Hz and SMF produced 
by a therapeutic machine did not generate significant effects on the enzymatic levels of ALP 
and GPT of rats of both sexes, and although an increase in GOT levels was observed, these 
were not high enough to suppose a pathological process generated by exposure to magnetic 
fields tested in the current study. 

KEYWORDS: Pulsating magnetic fields, enzyme, Rattus norvegicus, blood. 


11 INTRODUCCIÓN 


En los últimos afios, se han Ilevado a cabo un gran número de investigaciones 
concernientes a los efectos de los campos electromagnéticos (CEM) en sistemas biológicos, 
sin embargo, no se ha llegado a un consenso general sobre estos efectos. Aun así, se ha 
observado que estas radiaciones no ionizantes sí son capaces de producir diversos efectos 
medibles en seres vivos. 

La radiación no ionizante normalmente interactúa con eltejido mediante la generación 
de calor, sin embargo, las que aquí nos ocupan no tienen un efecto térmico, y su efecto 
tiene más que ver con la inducción de estrés oxidativo dentro de las células (Sies,1986). 
Sin embargo, aún quedan muchas incertidumbres acerca de la severidad de los efectos de 
la exposición tanto aguda como crónica a este tipo de radiaciones, sobre todo aquellas que 
son de frecuencia muy baja o extremadamente baja, como las probadas en este estudio. 
Generalmente, el público está más preocupado por los riesgos de los CEM generados por 
líneas de alta tensión, las ondas de radio y las microondas (Ng, 2003). 

En contraparte, se ha observado que existen efectos benéficos de los CEM que son 
de interés para el ser humano (Basset, 1993). Es por esto, que, en el presente estudio, 
se evaluó la inocuidad de un sistema que combina la exposición a CEM de tipo pulsante 
con campos magnéticos estáticos (CME), patentado para tratamiento de câncer en seres 
humanos (US Patent 4 6235251 B1) (Davidson, 2001) usando un modelo murino con 
ratas (Rattus norvegicus) de la línea Sprague Dawley con la intención de observar si esta 
máquina produce algún tipo de efecto nocivo sobre los parámetros enzimáticos sanguíneos 
de estos animales. Al respecto, se ha encontrado que la exposición a CEM de frecuencia 
extremadamente baja causa un incremento en las enzimas alanina aminotransferasa (ALT), 
lactato deshidrogenasa (LDH), además de aspartato aminotransferasa (AAT), (Sánchez- 
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González, et al., 2007). 

En un trabajo realizado por Sallam y Awad (2008), se evaluó el efecto de un CME 
de 10, 14, 18y 22 mT sobre la función de enzimas hepáticas en ratas. Los animales fueron 
expuestos por una hora diaria durante una semana, y se midieron las enzimas; transaminasa 
glutâmico oxaloacética (TGO) y la, transaminasa glutâmico pirúvica (TGP) después de la 
exposición a los CME. Los resultados mostraron incrementos en los niveles de ambas 
enzimas de hasta tres veces en los animales expuestos a los CME en comparación con el 
grupo control no expuesto. Sin embargo, estas elevaciones se recuperaron luego de una 
semana después de haber cesado la exposición, pero no volvieron a sus valores originales 
de antes de la exposición. 

En otro estudio, se evaluó el efecto de CEM producidos por telefonia celular sobre 
las enzimas ALT y AAT de ratas albinas. Los animales fueron colocados en jaulas de 
polipropileno y expuestos a la radiación de la telefonia a tasa de absorción específica (1.25 
vatios/kg) durante un período de 2 meses. Los resultados indicaron que ambas enzimas 
aumentaron significativamente en las ratas expuestas, en comparación con sus controles 
(Kaur y Khera, 2018). 

En otro estudio, levado a cabo en seres humanos, se determinó también la actividad 
de la ALT y AAT in vitro en campo geomagnético normal y en ausencia de campo magnético 
o campo magnético cero (ZMF) durante 72 horas. Se encontró una disminución del 24-31% 
de las actividades de las enzimas en condiciones de ZMF en comparación con los controles 
en el campo geomagnético normal de la zona de estudio (Ciorba et al., 2001). 

Por su parte, Ibrahim (2018), evaluó el efecto de la exposición a un CEM de intensidad 
217 Gauss sobre la actividad enzimática del hígado de ratones machos. La función hepática 
se estudió mediante análisis de las enzimas ALT y AAT. Los resultados mostraron que la 
exposición al CEM produjo una disminución significativa en la concentración de la enzima 
ALT en comparación con el grupo control, mientras que no hubo efecto en los niveles de 
AAT en comparación con el control. 

En un estudio reciente (Guo et al., 2020) se encontró, que, al exponer ratones a 
pulsos electromagnéticos de banda ancha, los animales mostraron aumentos significativos 
en los niveles de ALT y AAT. 

En vista de los resultados controversiales reportados en la literatura, el presente 
estudio fue disefiado con el propósito de evaluar el efecto de una exposición aguda y 
subaguda a CEM pulsantes de 120 Hertz de frecuencia y CME generados por una máquina 
de uso terapéutico, sobre parâmetros enzimáticos sanguíneos que incluyen los niveles 
de fosfatasa alcalina (FA), transaminasa glutâmico oxaloacética (TGO) y transaminasa 
glutâmico pirúvica (TGP) de ratas (Rattus norvegicus) de la línea Sprague-Dawley. 
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21 MATERIALES Y MÉTODOS 


Animales 


Se utilizaron un total de 60 ratas, 30 machos y 30 hembras de la línea Sprague 
Dawley de 16 semanas de edad con pesos de: 250-300 g para el caso de las hembras y 
de 400-450 g para los machos. Los animales fueron proporcionados y acondicionados en 
el bioterio del Centro de Investigación Biomédica del noreste, del Instituto Mexicano del 
Seguro Social, México. 


Condiciones de Bioterio 


La temperatura se mantuvo entre 18 y 25 “C. La ventilación de la habitación se 
realizó con 15 a 18 recambios de aire total por hora. El ruido ambiental no fue mayor a 85 
dB y el fotoperíodo fue de 12 h luz/12 h oscuridad. La humedad relativa se mantuvo entre 
40 y 70%. Se suministró una dieta estândar de roedores (Purina, Inc.) ad libitum. Estas 
condiciones son de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-200-1999) sobre 
especificaciones técnicas para la producción, cuidado y uso de animales de laboratorio. 
Disefio de los Bioensayos 


Fase aguda de exposición a CEM pulsantes y CME 


En esta fase se utilizaron 30 ratas, 15 hembras y 15 machos que fueron subdivididas 
en los siguientes grupos: (a) animales expuestos a CEM pulsantes de 120 Hz + CME, 
durante 3 días consecutivos en 2 sesiones diarias de 50 minutos de exposición cada una, 
con intervalos de 1 hora entre ellas. (b) animales expuestos a un CME, en este caso la 
máquina no recibió corriente eléctrica y solo se consideró la influencia de los magnetos 
de neodimio que el disefio del aparato contempla. La exposición fue también durante 3 
días consecutivos, el mismo número de sesiones y tiempos que en el grupo anterior, (c) 
conformado por animales no expuestos a la acción de la máquina, y que fueron manejados 
en su totalidad en las condiciones de bioterio antes mencionadas. Cada uno de los grupos 
incluyó 5 hembras y 5 machos. Los 30 animales de esta fase, fueron anestesiados al 
momento de completar su ciclo de exposición, para obtener muestras de sangre total que 
fue procesada como se explica más adelante. 


Fase subaguda de exposición a CEM pulsantes y CME 


En esta fase también se utilizaron 30 ratas; 15 hembras y 15 machos que se 
subdividieron en los siguientes grupos: (d) animales expuestos a CEM pulsantes de 120 Hz 
+ CME, durante 50 minutos, 2 veces al día, con intervalo de 1 hora entre las exposiciones, 
durante dos semanas con suspensión (descanso) del séptimo día, (e) exposición a CME 
(máquina apagada, es decir sin recibir corriente eléctrica en la bobina), durante 50 minutos, 
2 veces al día con intervalos de 1 hora entre las exposiciones, durante 2 semanas y con 
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suspensión del séptimo día, y (f) grupo no expuesto a la máquina, manejados por el mismo 
periodo de tiempo como el de los otros grupos de esta fase, en las condiciones de bioterio 
antes mencionadas. Cada grupo incluyó 5 hembras y 5 machos. Los 30 animales de esta 
fase fueron también anestesiados al momento de completar su ciclo de tratamiento y así se 
obtuvo sangre total para las diversas determinaciones enzimáticas. 


Características del sistema de exposición a CEM pulsantes + CME 


De acuerdo a la patente £ US 6235251 B (Davidson, 2001), el sistema fue 
originalmente disefiado para magnetoterapia en seres humanos. El dispositivo está formado 
por un conjunto de imanes permanentes de neodimio que en conjunto constituyen un anillo. 
Incluye también una bobina conformada con alambre de cobre laqueado alrededor de este 
anillo de imanes. Una vez que pasa corriente eléctrica por la bobina, se genera un CEM 
combinado con el CME de los imanes. La frecuencia del componente de corriente alterna 
es programable y se establece en 120 Hertz, que es la estipulada por el disefiador para los 
esquemas de terapia. Mediante un teslámetro marca Bell FW 6010. No. de serie 9916002 
(Orlando FI, USA) y sonda de efecto Hall, se determinó la densidad de flujo magnético para 
el CEM pulsante combinado con el CME, y que resultó ser en promedio de 17.6 mT en la 
zona en que se expusieron los animales. Por su parte, el CME fue en promedio de 8.6 mT, 
que se midió con el mismo instrumento mencionado anteriormente, pero en la función de 
campo estático. Adicionalmente, se acopló al sistema de exposición un osciloscopio digital 
Marca Fluke Modelo 96B-Scopemeter Series Il de 60 MHz, No. de serie DM 6880257 (Bell 
Instruments, Orlando Fl, USA), y se detectó una onda de tipo pulsante de 120 Hertz de 
frecuencia. Adicionalmente, la homogeneidad del CEM y del CME fue constatada en la 
zona de exposición de los especímenes. Los animales fueron colocados en la zona de 


exposición en jaulas de acrílico transparente. 


Determinación de enzimas sanguíneas 


Finalizados los ciclos de tratamiento magnético de los diferentes grupos, se 
procedió a la obtención de la muestra sanguínea. Los animales fueron anestesiados 
por vía intraperitoneal con una solución de 6.3 9/100 ml de pentobarbital sódico de uso 
veterinario (Cheminova-Nutrifasa”), a una dosis de 3 a 5 mg/100 g de peso corporal. La 
sangre se extrajo mediante punción aórtica con aguja calibre No.21 y jeringa de 10 ml 
y fueron vertidos 7 ml de sangre en un tubo de13 x 100 mm, sin anticoagulante. Una 
vez separado el suero por centrifugación, las muestras fueron procesadas en un equipo 
automatizado Roche Hitachi 911. Las 60 muestras analizadas incluyeron la determinación 
de las siguientes enzimas: Fosfatasa alcalina (FA), Transaminasa Glutâmico Oxaloacética 
(TGO) y Transaminasa Glutâmico Pirúvica (TGP). 
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Análisis estadístico 


Los datos obtenidos se sometieron a la prueba de Kolmogorov-Smirnov para 
comprobar si presentaban distribución normal. Posteriormente, se realizó una prueba 
de análisis de varianza de un factor y la prueba de comparación de medias de Tukey, 
para establecer diferencias individuales entre los grupos de estudio. Todos los análisis se 
elaboraron con el paquete estadístico SPSS versión 22.0 considerando significativas las 
diferencias cuando p<0.05. 


31 RESULTADOS 


Al comparar los niveles de enzimas sanguíneas de animales expuestos al tratamiento 
magnético agudo y subagudo contra el grupo control no expuesto, no se encontraron efectos 
del CEM pulsante + CME o al CME estático producido por la máquina, sobre las enzimas FA 
y TGP. Por su parte, los niveles enzimáticos de TGO mostraron un ligero, pero significativo 
incremento, en machos expuestos a los campos magnéticos generados por la máquina en 
la fase de exposición aguda, al compararse con el grupo control no expuesto (p< 0.05). Por 
otro lado, las hembras de este mismo experimento de fase aguda, no mostraron efectos de 
la exposición magnética en los niveles de TGO con respecto al grupo control no expuesto 
(p> 0.05). En lo concerniente a la fase de exposición subaguda, por el contrario, fue en las 
hembras expuestas a los campos magnéticos, tanto en los tratamientos de CEM pulsantes 
+ CME y CME, las que presentaron niveles de TGO elevados con respecto al grupo control 
no expuesto (p< 0.05). Los machos, por su parte, no mostraron cambios en los niveles de 
TGO en ninguno de los tratamientos magnéticos de esta fase de exposición subaguda, al 
compararse con sus controles no expuestos (p> 0.05). 

En las figuras de la 1 a 3, se muestran los resultados de la evaluación de cada una 
de las enzimas sanguíneas estudiadas. 
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Figura 1. Evaluación de fosfatasa alcalina (FA). (T1) animales expuestos a CEM pulsantes + CME 
en fase aguda, (T2) exposición a CM estático en fase aguda, (T3) grupo control no expuesto en 
experimento de fase aguda, (T4) animales expuestos a CM pulsantes + CME en fase subaguda, (T5) 
exposición a CM estático en fase subaguda, (T6) grupo control no expuesto de la fase subaguda. Las 
barras representan los valores promedio (media aritmética grupal) en Unidades por Litro (U/L) con sus 
respectivas desviaciones estándar. 
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Transaminasa Glutámico Oxaloacética 
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Figura 2 Evaluación de transaminasa glutâmico oxaloacética (TGO). (T1) animales expuestos a CEM 
pulsantes + CME en fase aguda, (T2) exposición a CM estático en fase aguda, (T3) grupo control no 
expuesto en experimento de fase aguda, (T4) animales expuestos a CM pulsantes + CME en fase 
subaguda, (T5) exposición a CM estático en fase subaguda, (T6) grupo control no expuesto de la fase 
subaguda. Las barras representan los valores promedio (media aritmética grupal) en Unidades por Litro 
(U/L) con sus respectivas desviaciones estándar. 
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Transaminasa Glutámico Pirúvica 
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Figura 3. Evaluación de transaminasa glutâmico pirúvica (TGP). (T1) animales expuestos a CEM 
pulsantes + CME en fase aguda, (T2) exposición a CM estático en fase aguda, (T3) grupo control no 
expuesto en experimento de fase aguda, (T4) animales expuestos a CM pulsantes + CME en fase 
subaguda, (T5) exposición a CM estático en fase subaguda, (T6) grupo control no expuesto de la fase 
subaguda. Las barras representan los valores promedio (media aritmética grupal) en Unidades por Litro 
(U/L) con sus respectivas desviaciones estándar. 


41 DISCUSIÓN 


En el presente estudio, no se observó diferencia estadísticamente significativa en 
los niveles de FA y TGP en animales expuestos a la acción de CEM pulsantes combinados 
con CME y CME generados por una máquina de uso terapéutico, en comparación con 
animales no expuestos a la acción magnética de esta máquina. Esto concuerda, en parte, 
con un estudio previo realizado por Ubeda et al. (1997) ya que estos autores tampoco 
observaron diferencias significativas en los niveles de estas enzimas al exponer ratas 
a campos magnéticos de 1.5 mT. En contraste, Zhou et al. (2011) encontraron niveles 
elevados de FA en osteoblastos humanos in vitro que fueron expuestos a CEM sinusoidales 
de intensidad de 1.8 mT. Por el contrario, Hashish, et al. (2008), observaron una notable 
disminución en los niveles de FA en ratones expuestos a CEM y CME. 

Por otra parte, en nuestro estudio se encontraron ligeras elevaciones (p< 0.05) en 
los niveles de la enzima TGO en machos de la fase aguda de exposición y en hembras de 
la fase subaguda. Sin embargo, las variaciones encontradas en esta enzima pudieran ser 
consideradas variables fisiológicas, ya que no mostraron valores superiores o inferiores de 
los rangos referidos en el Anexo del Manual Sobre el Cuidado y Uso de los Animales de 
Experimentación de la Canadian Council on Animal Care (Olfert et al., 1993). 

Por otra parte, los efectos obtenidos para los niveles de la enzima TGO difieren con el 
estudio realizado por Sânchez-González, et al. (2007) quienes no encontraron alteraciones 
en los niveles de TGO en seres humanos expuestos laboralmente, aunque sí encontraron 


un aumento significativo en los niveles de las enzimas alanina aminotransferasa (ALT), 
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lactato deshidrogenasa (LDH) y aspartato aminotransferasa (AAT). Más recientemente, 
Silkstone y Wilson (2016), tampoco encontraron alteraciones en los niveles de TGO con 
una exposición a CEM de 100 uT a 10 mT en una variedad de frecuencias. 

En contraparte, Kula, et al. (2000) reportan que los campos magnéticos de 
extremadamente baja frecuencia son capaces de incrementar la actividad de enzimas 
como la superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y la glutatión peroxidasa, además 
de incrementar los niveles de malondialdehído (MDA), producto de la peroxidación lipídica. 

Por otro lado, existe evidencia que indica que la exposición a campos magnéticos 
estáticos puede inducir cambios enzimáticos en mamíferos. Así, Salem et al. (2005) 
observaron que al exponer ratas a un campo magnético estático una hora al día por treinta 
días, se detectó un aumento en los niveles en suero de LDH, AAT, y ALT. En el mismo 
estudio, se encontró que al administrar 40 mg/l de zinc por treinta días se previno un 
aumento en las actividades de las transaminasas (AAT y ALT) en el suero de las ratas, 
sugiriendo que la suplementación por zinc podría prevenir efectos tóxicos inducidos por 
campos magnéticos estáticos, probablemente debido a las propiedades antioxidantes de 
este elemento. 

En conclusión, en el presente estudio, se puede asumir que la exposición aguda 
y subaguda a CEM pulsantes de 120 Hz y CME producidos por una máquina de uso 
terapéutico, no generaron efectos significativos en los parámetros enzimáticos de FAy TGP 
de ratas de ambos sexos de la línea Sprague- Dawley, y aunque se observó un aumento en 
los niveles de TGO, éstos no fueron lo suficientemente elevados para suponer un proceso 
patológico generado por la exposición a los campos magnéticos probados. 
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ABSTRACT: Alexander Fleming discovered the first antibiotic, which was instrumental in 
saving millions of lives. However, improper use has contributed to the emergence of resistant 
microorganisms. Medicinal plants are alternatives to drugs, because they have biologically 
active compounds that can act against microorganisms and even enhance the effects of 
antibiotics. Anacardium occidentale is a species with medicinal properties traditionally used 
to treat illnhesses and, in this work, its antibacterial and antibiotic potentiating activity was 
evaluated. 4. occidentale bark collection was carried out in the municipality of Lavras da 
Mangabeira, Brazil. After cleaning, dehydration and grinding, the material was extracted using 
ethanol. Antibacterial activity tests were performed with standard strains and clinical isolates. 
The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined and the modulating capacity 
of the extract with gentamicin, erythromycin and norfloxacin was evaluated. The tests were 
performed in Brain Heart Infusion culture medium. The results showed that the natural product 
has no intrinsic antibacterial activity, but when combined with standard drugs it was able 
to change its activities, intensifying its action in the treatment of infections. These results 
include the importance of using plant extracts in the treatment of infections, highlighting the 
importance of further studies to better understand their action, as well as the search for new 
sources of medication. 

KEYWORDS: Drugs, Antibiotics, Resistance, Extracts, Medicinal plants. 


Anacardium occidentale L. (ANACARDIACEAE): ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E 
POTENCIALIZADORA DE ANTIBIOTICOS 


RESUMO: Alexander Fleming descobriu o primeiro antibiótico, que foi fundamental para 
salvar milhões de vidas. No entanto, o uso inadequado contribuiu para o aparecimento de 
microrganismos resistentes. Plantas medicinais são alternativas às drogas, pois possuem 
compostos biologicamente ativos que podem agir contra microrganismos e até mesmo 
potencializar os efeitos dos antibióticos. Anacardium occidentale é uma espécie com 
propriedades medicinais tradicionalmente utilizadas para tratar enfermidades e, neste 
trabalho, foi avaliada sua atividade antibacteriana e potencializadora de antibióticos. Coleta 
de cascas de A. occidentale foi realizada no município de Lavras da Mangabeira, Brasil. 
Após limpeza, desidratação e trituração, o material foi extraído usando etanol. Testes de 
atividade antibacteriana foram realizados com cepas padrão e isolados clínicos. Determinou- 
se a concentração mínima inibitória (CIM) e foi avaliada a capacidade moduladora do extrato 
com gentamicina, eritromicina e norfloxacina. Os testes foram realizados em meio de cultura 
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Brain Heart Infusion. Os resultados mostraram que o produto natural não possui atividade 
antibacteriana intrínseca, mas ao ser combinado com fármacos padrões foi capaz de alterar 
suas atividades, intensificando sua ação no tratamento de infecções. Estes resultados incluem 
a importância da utilização de extratos vegetais no tratamento de infecções, destacando a 
importância de mais estudos, para melhor compreensão de sua ação, bem como a busca por 
novas fontes de medicamentos. 

PALAVRAS-CHAVE: Fármacos, Antibióticos, Resistência, Extratos, Plantas medicinais. 


11 INTRODUCTION 


In the first half of the 20th century, scientist Alexander Fleming's discovered the 
first antibiotic, which years later would save the lives of thousands of people throughout 
the world. This discovery was so important in the world of microbiology that it earned 
him a Nobel Prize in 1945. In his speech upon receiving his prize, he warned everyone 
about the possibility of the emergence of microorganisms resistant to such an antibiotic. 
Unfortunately, his points were neglected, so that antibiotics were used wildly by populations 
for the treatment of various diseases. Such inappropriate use has resulted in one of the 
biggest public health problems worldwide, the well-known “bacterial resistance” (SAND, 
2020; ABADI et al., 2019; TAN; TATSUMURA, 2015). 

This bacterial resistance is quite worrying, as it is estimated that in 2050 there will 
be around 10 million annual deaths due to infections that are now considered treatable 
(KRAKER; STEWARDSON; HARBARTH, 2016). The resistance mechanisms of bacteria 
to chemotherapeutic agents are responsible for their survival and multiplication, which are 
the enzymatic destruction or inactivation of the drug, changes in the entry of the antibiotic, 
changes in the target sites of the drug, protection or blocking of the target site and efflux 
of the antibiotic (ANDERSSON; HUGHES; KUBICEK-SUTHERLAND, 2016; FAIR; TOR, 
2014). 

Thus, itis evident that the search for new antibiotics is the primary solution. However, 
the search and discovery of new molecules with a biological effect on pathogenic bacteria 
has not followed its evolution. As an alternative, there are medicinal plants, which are rich 
in biologically active compounds, derived from their secondary metabolism (ANAND et al., 
2019; MANANDHAR; LUITEL; DAHAL, 2019). Such metabolism originates molecules that 
have been optimized over thousands of years during the course of evolution, so that they act 
as defense mechanisms, being able to act against herbivores and even microbes (ANAND 
et al., 2019). These constituents, in addition to causing death to microorganisms, can affect 
cellular events in the pathogenic process, so that the ability to develop resistance to products 
of plant origin becomes more difficult (MAHADY, 2005). In addition to direct biological 
activity, natural products can act as antibiotic intensifiers against resistant microorganisms 
(BEZERRA et al., 2020; COUTINHO et al., 2008). This success of medicinal plants is so 
notorious that the World Health Organization (WHO) lists 21,000 plant species that are used 
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to treat diseases throughout the world (YUAN et al., 2016). 

The Anacardiaceae family is a taxon that includes numerous species of great 
medicinal importance, with emphasis on the treatment of infections, such as Mangifera 
indica L. (mango), Pistacia vera L. (pistachio), Spondias tuberosa Arruda (umbu), Schinus 
terebinthifolia Raddi (pink pepper), Astronium urundeuva Engl. (aroeira) and Anacardium 
occidentale L. (cashew) (OLIVEIRA et al., 2022; SALESSE et al., 2018; SCHULZE- 
KAYSERS; FEUEREISEN; SCHIEBER, 2015). The latter is a plant species native to 
tropical regions of the American continent, and which, in addition to medicinal potential, has 
global socioeconomic relevance, as its fruits are consumed all over the world. However, 
despite the popularization of its fruit, its medicinal properties are not restricted to this 
organ. The bark and leaves are used by the population in the form of teas (infusions and/ 
or decoctions) for the treatment of illhesses. Among the uses, stand out as an analgesic, 
anti-inflammatory, antipyretic, headache, healing, diabetes, diarrhea, flu, against infections 
and gastritis (OLIVEIRA et al., 2022; COSTA et al., 2020). Such ethnomedicinal properties 
attributed to A. occidentale may be related to its secondary metabolism. Because it is quite 
heterogeneous, mainly presenting phenolic compounds, such as flavonoids and tannins 
(SALEHI et al., 2019). 

Having exposed this, it is hypothesized that the bark of A. occidentale has biologically 
active constituents against pathogenic bacteria. Thus, this work aimed to evaluate the 
antibacterial and potentiating effect of antibiotics ffom extracts of the stem bark of A. 
occidentale, as well as to determine its chemical constituents. 


21 MATERIALS AND METHODS 


2.1 Collection of Botanical Material 


In October 2018, Anacardium occidentale barks were collected in the municipality of 
Lavras da Mangabeira — CE, Brazil (-6º45'12” W and -38º58'18”S). The fertile branches were 
pressed and dehydrated, being later identified by Professor Dr. João Tavares Calixto-Júnior 
and deposited at the Herbário Caririense Dárdano de Andrade Lima (HCDAL/URCA), under 
number 13.690. The collection was carried out during the morning period (09:00+00:30). 
2.2 Preparation of extracts 

After cleaning in running water to remove residues, the peels (180 9) were dehydrated 
at 45 ºC for 24 hours and crushed. Subsequently, the material was submerged in 1.3 L of 
96% ethanol in amber glasses for 72 hours. After exhaustive extraction, the extract was 
obtained by filtering and concentrating the material in a rotary evaporator coupled to a water 
bath. 
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2.3 Antibacterial activity 


2.3.1 Bacterial strains, culture media and drugs 


To perform antibacterial activity tests, standard bacterial strains and clinical bacterial 
isolates were used. The standard strains were: Escherichia coliATCC 25922, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 25853 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. The clinical isolates 
were: Escherichia coli 06, Pseudomonas aeruginosa 24 and Staphylococcus aureus 10, 
with resistance to several drugs ((FERNANDES et al., 2022). 

For the execution of the antibacterial assays, the Brain Heart Infusion (BHI) culture 
medium was used, which was prepared according to the manufacturer's recommendations. 
In addition, the drugs that were used to evaluate the modulating activity of the A. occidentale 
extract were gentamicin, belonging to the aminoglycoside class, erythromycin, from the 
macrolide group, and norfloxacin, a component of fluoroquinolones. These were chosen in 
order to better assess the capacity of the extract to modulate the action of drugs. 


2.3.2 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 


The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined according to the 
methodology used by Bezerra et al., (2019). For this, a 1,000 uL solution containing 100 
HL of inoculum and 900 uL of liquid culture medium (10% BHI) was prepared. This solution 
was distributed in 96 wells of previously numbered plates, adding 100 uL to each well. Then, 
100 uL of extract was added to the first well and serially microdiluted, with concentrations 
ranging from 512 ug/mL to 1 ug/mL. Finally, the plates were incubated for 24 hours at 37ºC 
to determine the MIC responsible for fully inhibiting bacterial growth. 

After incubation, 20 uL ofresazurin solution were added to each well for oxidoreductive 
reactions to take place, signaling possible microbial growth. After 1 hour, the color of each 
of the wells was evaluated. Those that changed color from blue to red indicate growth 
while those that remained blue indicate no growth. The color change in the wells allows the 
identification of the presence or absence of bacterial growth. 


2.3.3 Modulator Effect 


To evaluate the potentiating capacity of the extract, the methodology proposed by 
Coutinho et al., (2008) was adopted, which consisted of carrying out MIC tests with several 
resistant bacteria. After that, the sub-inhibitory concentrations (MIC/8) of the antibiotics were 
established, which ranged from 512 ug/mL to 1 ug/mL. To carry out the tests, 1,162 uL of 
10% BHI were prepared, comprising 150 uL of each inoculated strain and the natural product 
in volume corresponding to a sub-inhibitory concentration. The control group was prepared 
with 1,350 uL of BHI (10%) and 150 gi of bacterial suspension. Then, serial microdilution 
with the antibiotic was performed, with 100 uL of each drug up to the penultimate well. After 
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incubation (24 hours at 37 ºC), the MIC was read, with the addition of 20 uL of resazurin. 
In this way, it was expected that the results obtained would demonstrate the potentiation 
capacity of the 4. occidentale extract. 


2.4 Statistical analysis 


The results obtained were analyzed using the GraphPad Prism program, version 6, 
with the aid of the One-way Anova and Tukey's post hoc test. The results were considered 
to be significant when the p value <0.05, which was fulfilled. Therefore, the results obtained 
were considered relevant and significant. 


31 RESULTS AND DISCUSSION 


When evaluating the intrinsic antibacterial effect of the 4. occidentale extract against 
standard and multiresistant bacteria, it was possible to observe that the natural product 
was not able to inhibit bacterial growth at clinically relevant concentrations. So all inhibitory 
concentrations were >512 ug/mL. Although the bark does not have an antibacterial effect, 
Doss and Thangavel (2011) demonstrated that the leaves and seeds have antibacterial 
properties against different bacteria. These include Gram-positive bacteria such as 
Micrococcus luteus and Staphylococcus aureus, and Gram-negative human pathogenic 
bacteria Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Pseudomonas 
aeruginosa. 

In addition to these, Agedah et al. (2010) also identified the antibacterial effect of 
extracts derived from the leaves of 4. occidentale on two clinically important pathogens, 
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Thus, S. aureus was more sensitive due to 
its structural organization, since it does not have an external membrane. While E. coli has 
an external membrane, called the lipopolysaccharide layer attached to its cell wall, which 
may have prevented the entry of a substantial amount of the extract into the interior of 
the bacteria. Such antibacterial properties observed for the leaves may be linked to the 
chemical composition of such organs, since they present polyphenols, anacardic acid and 
other compounds. 

Despite the absence of intrinsic antibacterial activity, the extract when combined 
with standard drugs was able to alter their activities. An intensifying effect of the drug was 
observed when associated with oxacillin and norfloxacin against multidrug-resistant strains 
of S. aureus (Figure 01). So the natural product in sub-inhibitory concentration was able to 
reduce the MIC of the drugs. Making these more effective in treating infections. 
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Figure 01: Geometric mean minimum inhibitory concentration (MIC) in ug/ml of ethanolic extract of 
Anacardium occidentale (EEAO) against different multiresistant bacterial strains. ****: p<0.0001. 


41 CONCLUSIONS 


Evaluating the 4. occidentale extract, it was possible to verify that it has no intrinsic 
antibacterial activity. However, when combined with standard drugs, it was able to change its 


activities and increase its effectiveness, intensifying its action in the treatment of infections. 
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